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DESCRIPCION
Formulaciones farmacéuticas para la liberacion prolongada de interleucinas y sus aplicaciones terapéuticas

La presente invencion se refiere a nuevas formulaciones farmacéuticas a base de suspensiones coloidales acuosas
estables y fluidas para la liberacién prolongada de principios activos proteinicos, a saber, las interleucinas, asi como
a las aplicaciones terapéuticas, de estas formulaciones. Estas formulaciones farmacéuticas activas se refieren tanto
a la terapéutica humana como veterinaria.

Las interleucinas son un grupo de proteinas que entran en la familia de las citocinas. Presentan numerosas
actividades que regulan la respuesta inflamatoria y la respuesta inmunoloégica. No obstante, su papel principal es la
activacion e induccion de la proliferacién de los linfocitos T. Entre los miembros importantes de esta familia, se
pueden citar: IL-1, IL-2, IL-11 e IL-12. Por ejemplo, IL-2 es producido por los linfocitos T activados por un antigeno.
Este IL-2 se destina a estimular los otros linfocitos T para permitir su activacion y su diferenciacién y modular de esta
manera la respuesta inmunitaria con mediacién celular.

Las interleucinas son utilizadas en terapéutica, pero su toxicidad bien conocida sigue siendo frecuentemente la
causa principal de interrupcion de los tratamientos. Por ejemplo, en el caso de IL-2, los eventos principales
observados en el curso de la utilizacién clinica del IL-2 son fiebre, nduseas, diarreas, reacciones cutaneas, dolores
articulares y apatia. En ciertos casos, ello requiere hospitalizacién y reanimacion, y se debe observar que en algunos
casos raros la inyeccion de IL-2 ha sido puesta en duda en cuanto a mortalidad de pacientes.

Ademas de la toxicidad de las IL, otro factor a tener en cuenta para la liberacion prolongada de estas proteinas
terapéuticas que son las interleucinas, es la necesidad en muchos casos, de reproducir lo mejor posible en el
paciente una concentracién plasmatica en proteina o en péptido préxima al valor observado en el sujeto sano.

Este objetivo encuentra la dificultad de la reducida duracién de vida de las IL en el plasma, lo que obliga de manera
muy estricta a inyectarlas de manera repetida. La concentracion plasmatica en proteina terapéutica presenta
entonces un perfil “en diente de sierra” caracterizado por picos de concentracion elevada y minimos de
concentracién muy baja. Los picos de concentracion, muy superiores a la concentracion basal en el sujeto sano,
tienen efectos nocivos muy marcados debido a la toxicidad elevada de las proteinas terapéuticas tales como las
interleucinas y mas particularmente la interleucina IL2. Por otra parte, los minimos de concentracién son inferiores a
la concentracién necesaria para tener un efecto terapéutico, lo que conlleva una mala cobertura terapéutica del
paciente y efectos secundarios graves a largo plazo.

Asimismo, para reproducir en el paciente una concentracion plasmatica de interleucina préxima al valor ideal para el
tratamiento, es importante que la formulacion farmacéutica considerada permita liberar la proteina terapéutica con
una duracion prolongada, para limitar las variaciones de concentracion plasmatica a lo largo del tiempo.

Por otro lado, esta formulacién activa debe preferentemente satisfacer a las caracteristicas deseadas siguientes, ya
conocido por los expertos en la técnica:

1 — liberacién prolongada de una o varias interleucinas activas y no desnaturalizadas (no modificadas), de
manera que la concentracién plasmatica es mantenida a nivel terapéutico;

2 — forma liquida suficientemente fluida para ser facilimente inyectable y esterilizable mediante filtracion sobre
filtros cuyo tamafio de poros es inferior o igual a 0,2 micrones;

3 — forma liquida estable;

4 — biocompatibilidad y biodegradabilidad;

5 — ninguna toxicidad;

6 — ninguna inmunogenicidad;

7 — excelente tolerancia local.

Para intentar alcanzar estos objetivos, ya se han propuesto varios enfoques en la técnica anterior.

En el primer enfoque, la proteina terapéutica nativa es modificada mediante injerto covalente de una o mas cadenas
de polimero o también mediante injerto covalente de una proteina tal como la albimina sérica humana (HSA). La
proteina asi modificada tiene una menor afinidad para sus receptores y su término medio de vida en la circulacion
general aumenta considerablemente. La amplitud de la variacién de concentracion entre los picos y los huecos de
concentracion plasmatica en proteina esta asi considerablemente reducida. Asi, por ejemplo, la sociedad Cetus ha
propuesto, en su Patente US-B-4 766 106, injertar una cadena de polioxietileno en la interleucina 2, con la finalidad
de aumentar su solubilidad y duracion de vida plasmatica. De manera similar, la sociedad Human Genome Science
propone (US-B-5 876 969) injertar de manera covalente interleucinas a la albimina de suero humano con la finalidad
de aumentar su duracion de vida plasmatica. Esta modificacién quimica se traduce por un aumento del término
medio de vida en el paciente de 6,8 a 33 horas. Esta conducta de modificacion quimica de la proteina terapéutica
presenta, de manera general, dos inconvenientes mayores. En primer lugar, la modificacién irreversible de la
proteina que, no siendo ya una proteina humana, puede conducir a largo plazo a problemas de toxicidad y de
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inmunogenicidad. El segundo inconveniente proviene de la pérdida parcial de bioactividad de la interleucina IL 2
modificada de este modo.

En un segundo enfoque, se ha propuesto aumentar la duracidon de accion gracias a formulaciones que comprenden
al menos un polimero y un principio activo, liquidos a temperatura y atmoésfera ambientes, inyectables y que se
vuelven mas viscosos después de la inyeccion, por ejemplo, bajo el efecto de un cambio de pH y/o de temperatura.

De esta manera, en este aspecto, la patente US-B-6 143 314 divulga una solucién organica de polimero de
liberacion controlada de PA, que forma un implante sélido después de la inyeccién. Esta solucién comprende:

o (A) 10 a 80% en peso de un polimero termoplastico de base, biocompatible, biodegradable e insoluble en
agua o en los fluidos fisiolégicos (por ejemplo polilactico y/o poliglicélico);

o (B) un disolvente orgéanico, tal como la N-metilpirrolidona que se dispersa en los fluidos fisiol6gicos;

0 (C) un principio activo (PA);

o (D) y finalmente 1 a 50% en peso de un agente de liberacion controlado constituido por un copolimero
bloque de tipo poli-lactico-glicélico/poli-butilenglicol.

Después de la inyeccién, (B) se dispersa o se disipa en los fluidos fisiolégicos. (A) forma un implante encapsulante
(C) que no esta relacionado de manera covalente con (A) ni con (D), y que se libera entonces lentamente in vivo.

El principal inconveniente de esta técnica es usar un disolvente orgéanico (B), potencialmente desnaturalizante para
el PA (C) (por ejemplo proteinas terapéuticas) y toxico para el paciente. Ademas, la hidrdlisis in vivo del polimero (A)
genera un acido que puede conducir a problemas de tolerancia local.

Las solicitudes PCT WO-A-99/18142 y WO-A-00/18821 se refieren a disoluciones acuosas de polimeros que
contienen un PA en forma disuelta o coloidal, que son administrables a animales de sangre caliente, particularmente
mediante inyeccién y que forman un deposito de PA (por ejemplo insulina) gelificado in vivo, debido a que la
temperatura fisiolégica es superior a su temperatura de gelificacion. El gel asi formado libera el PA de manera
prolongada. Estos polimeros biodegradables particulares son unos triblogues ABA o BAB con
A = polilactico-coglicélico (PLAGA) o polilactico (PLA) y B = polietilenglicol. Las temperaturas de transformacion
liquida = gel de estos polimeros tribloques son, por ejemplo, de 36, 34, 30 y 26°C. Al igual que los polimeros (A)
segun el documento US-B-6 143 314, la hidrdlisis de estos polimeros tribloques ABA o BAB in vivo conduce a acidos
que pueden no ser correctamente tolerados localmente.

La solicitud PCT WO-A-98/11874 describe formulaciones farmacéuticas que comprenden un principio activo lip&filo,
un polimero gelificante (Gelrite® = goma gellan desacetilada o etilhidroxicelulosa) y un tensoactivo. La interaccién
polimero/tensoactivo y eventualmente, tratandose del polimero Gelrite®, la Unica presencia de electrdlitos tales
como iones Ca™" en concentracion fisioloégica conduce a la formacién de un gel constituido por un agregado de
polimero/tensoactivo, al que se enlaza de manera no covalente el principio activo lipdfilo. Esta formulacion esta
destinada a una administracion local en un érgano diana (el ojo, por ejemplo). La asociacion de agregado/principio
activo que se forma in situ permite la lenta liberacién del principio activo en el érgano diana.

Un tercer enfoque realizado para intentar prolongar la duracion de accion de una proteina conservando al mismo
tiempo su bioactividad, fue usar una proteina terapéutica no desnaturalizada e incorporarla en microesferas o
implantes a base de polimeros biocompatibles. Este enfoque esta en particular ilustrado por la patente US-B-6 500
448 y la solicitud US-A-2003/0133980 que describen una composicién de liberacion prolongada de una hormona
humana de crecimiento (hGH) en la que la proteina hormonal, previamente estabilizada mediante complejacion con
un metal, esta después dispersada en una matriz de polimero biocompatible. El polimero biocompatible es, por
ejemplo, un poli(lactico), un poli(glicélico) o un copolimero poli(lactico-co-glicélico). La composicidn se presenta por
ejemplo en forma de una suspension de microesferas en una solucion de carboximetilcelulosa de sodio. Este
enfoque presenta varios inconvenientes: en primer lugar, durante el procedimiento de fabricacion de las
microesferas, la proteina se pone en contacto con disolventes organicos potencialmente desnaturalizantes. Ademas,
las microesferas son de un tamafio elevado (1 a 1000 micrones), lo que constituye una restriccion en términos de
inyeccion y de esterilizacion facil sobre filtros. Finalmente, pueden aparecer problemas de tolerancia local durante la
hidrdlisis in situ del polimero.

Segun un cuarto enfoque, se han desarrollado formas de liberacién prolongada de proteina terapéutica
(especialmente de interleucinas) constituidas por suspensiones, liquidas de nanoparticulas cargadas de proteinas.
Estas Ultimas han permitido la administracién de la proteina natural en una formulacion liquida de reducida
viscosidad.

Segun una primera via de liberacion prolongada, la suspension de nanoparticulas de liberacion prolongada esta
constituida por unas suspensiones de liposomas en las que estd encapsulada la proteina terapéutica nativa no
modificada. Después de la inyeccion, la proteina esta liberada progresivamente de los liposomas, lo que prolonga el
tiempo de presencia de la proteina en la circulacion general. De esta manera, por ejemplo, Frossen y otros,
describen en el articulo Cancer Res 43 p. 546, 1983, la encapsulacion de agentes anti-neoplasticos en liposomas a
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fin de aumentar su eficacia terapéutica. La liberacién de los agentes es, sin embargo, demasiado rapida para
obtener una liberacion real prolongada. La compafiia Liposome Company Inc., en su patente US-B-5 399 331,
propone mejorar el tiempo de liberacion in vitro de la interleucina 2 injertandola de manera covalente en el liposoma.
Se vuelve a caer entonces en los defectos del primer enfoque “proteina modificada” mencionados anteriormente.

Con el fin de paliar la falta de estabilidad de los liposomas, guardando al mismo tiempo las ventajas de una
formulacion de nanoparticulas liquida y de baja viscosidad, la compafiia Flarnel Technologies ha propuesto una
segunda via de liberacion prolongada, en la que la proteina terapéutica esta asociada a nanoparticulas de un
poliaminoacido hidrosoluble “modificado hidréfobo”, es decir, modificado mediante injerto de grupos hidréfobos. Este
polimero se elige, en particular, entre los poliaminoacidos (poliglutamatos o poliaspartatos) portadores de injertos
hidréfobos.

Uno de los intereses notables de estos polimeros modificados hidrofobos es el de autoensamblarse
espontaneamente en el agua para formar nanoparticulas.

Otro interés de estos sistemas es que las proteinas o los péptidos terapéuticos se asocian espontdneamente con las
nanoparticulas de polimeros modificados hidrofobos, esta asociacion es no covalente y se efectla sin la necesidad
de recurrir a un tensoactivo ni a un procedimiento de transformacién potencialmente desnaturalizante. No se trata de
una encapsulacion de la proteina en una microesfera, tal como se divulga en la patente US-B-6 500 448 y en la
solicitud US-A-2003/0133980. De manera totalmente diferente, estas nanoparticulas de copoliaminoacidos
modificados hidréfobos adsorben espontaneamente las proteinas en solucién, sin modificarlas quimicamente ni
desnaturalizarlas y sin hacerles sufrir etapas de tratamiento agresivos de tipo “puesta en emulsion” y “evaporacion
de disolvente”. Las formulaciones se pueden almacenar en forma liquida o liofilizada.

Después de la inyeccion, por ejemplo por via subcutdnea, estas suspensiones de nanoparticulas cargadas en
proteinas liberan progresivamente la proteina no desnaturalizada y bioactiva in vivo. Tales asociaciones no
covalentes de principio activo (PA) proteinico/poli[Glu] o poli[Asp] estan divulgadas en la solicitud de patente
WO-A-00/30618.

Esta solicitud describe en particular suspensiones coloidales de pH 7,4, que comprenden asociaciones de insulina
humana con nanoparticulas de poliglutamato “modificado hidréfobo”. La tabla a continuacién muestra unos
poliaminoacidos “modificados hidréfobos” usados y unos indices de asociacidon obtenidos en los ejemplos del
documento WO-A-00/30618.

EJEMPLO POLIMERO indice de asociacion
(%)
1 poli[(Glu-O-Na)g esbloque(Glu-O-metilo)o,37] 55
2 poli[Glu-O-Na)o es-blogue-(Glu-O-etilo)o,34] 26
3 poli(Glu-O-Na)o,es-bloque-(Glu-O-hexadecilo)o ss] 36
4 poli[(Glu-O-Na)o gs-bloque-(Glu-O-dodecilo)o,12] > 90

Estas suspensiones coloidales titulan 1,4 mg/ml de insulina y 10 mg/ml de poliaminoacido “modificado hidréfobo”.

Destaca de la figura 1 del documento WO-A-00/30618 que la duraciéon de la liberacién in vivo de la insulina
vectorizada por las suspensiones en cuestion anteriores, es de 12 h. Esta duracion de liberacion ganaria al ser
aumentada.

De esta manera, incluso si esta solicitud PCT representa ya un progreso considerable, su contenido técnico se
puede todavia optimizar frente a las caracteristicas deseadas enunciado anteriormente, y sobre todo frente a la
prolongacién de la duracion de la liberacion in vivo de las interleucinas.

Las solicitudes de patente francesas no publicadas n°® 02 07008 del 07/06/2002, 02 09670 del 30/07/2002, 03 50190
del 28/05/2003 y 01 50641 del 03/10/2003, se refieren a nuevos poliaminoacidos anfifilicos, hidrosolubles, y que
comprenden unidades acido aspartico y/o unidades acido glutdmico, en las que al menos una parte de estas
unidades son portadoras de injertos hidréfobos. Al igual que los poliaminoacidos modificados hidr6fobos divulgados
en la solicitud WO-A-00/30618, estas nuevas materias primas de polimeros forman espontaneamente, en un medio
liquido acuoso, unas suspensiones coloidales de nanoparticulas que se pueden usar para la liberaciéon prolongada
de PA (insulina). Estas son biocompatibles, biodegradables y las proteinas, en particular las proteinas terapéuticas,
se adsorben espontaneamente sobre estas nanoparticulas sin sufrir ninguna modificaciéon quimica o de
desnaturalizacion.

Estas solicitudes tienen asimismo como objetivo nuevas composiciones farmacéuticas, cosméticas, dietéticas o
fitosanitarias a base de estos poliaminoacidos.

Los poliaminoéacidos “modificados hidrofobos” anfifilicos segun la solicitud de patente francesa n° 02 07008
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comprenden unidades de acido aspartico y/o unidades de acido glutamico, portadoras de injertos hidréfobos que
comprenden al menos un motivo alfa-tocoferol, por ejemplo: (poliglutamato o poliaspartato injertado por el alfa
tocoferol de origen sintético o natural).

Esta solicitud, no publicada, divulga especificamente una suspension coloidal que contiene nanoparticulas formadas
por asociaciones de polimero/proteina activa y que se obtiene mezclando 1 mg de un poliglutamato injertado por el
alfa-tocoferol y 7 mg de insulina en 1 ml de agua, a pH 7,0.

Los poliaminoacidos “modificados hidréfobos” anfifilicos segun la solicitud de patente francesa n° 02 09670
comprenden unidades de acido aspartico y/o unidades de acido glutamico, portadoras de injertos hidr6fobos que
comprenden al menos un motivo hidréfobo enlazados a las unidades de acido aspartico y/o acido glutamico por
medio de una rétula que contiene dos funciones amida, y mas precisamente por medio de un “separador” de tipo
lisina u ornitina.

Esta solicitud no publicada divulga especificamente una suspension coloidal que contiene nanoparticulas formadas
por asociaciones de polimero/proteina activa y que se obtiene mezclando 10 mg de un poliglutamato injertado con
acido palmitico por medio de un “separador” de lisina y 200 Ul de insulina (7,4 mg) en 1 ml de agua, a pH 7,4.

Los poliaminoacidos “modificados hidréfobos” anfifilicos segun la solicitud de patente francesa n° 03 50190
comprenden unidades de acido aspartico y/o unidades de acido glutamico, de las cuales algunas son portadoras de
al menos un injerto enlazado a una unidad de acido aspartico o glutamico, por medio de un “separador” "aminoacido”
a base de Leu y/o ILeu y/o Val y/o Phe, siendo un grupo hidréfobo en C6-C30 enlazado mediante un enlace éster al
“separador”.

Esta solicitud no publicada divulga especificamente una suspension coloidal que contiene nanoparticulas formadas
por asociaciones de polimero/proteina activa y que se obtiene mezclando una solucion acuosa que contiene 10 mg
de un poliglutamato injertado con un injerto -Leu-OC8, -Val-OC12 o -Val-colesterilo y 200 Ul de insulina (7,4 mg), por
mililitro de agua, pH 7,4.

La solicitud de patente francesa n° 01 50641 divulga homopoliaminoéacidos lineales, anfifilicos, anionicos, que
comprenden unidades de acido aspartico o unidades de acido glutamico cuyos extremos son portadores de grupos
hidréfobos que comprenden de 8 a 30 atomos de carbono.

En particular, los homopoliaminoacidos telequélicos “modificados hidréfobos” son, por ejemplo, un poli{GluONa] con
extremos PheOC18/C18 o un poli[GluONa] con extremos PheOC18/alfa-tocoferol. Esta solicitud no publicada
describe asimismo una suspensién coloidal que contiene unas nanoparticulas formadas por unas asociaciones de
polimero/proteina activa y que se obtiene mezclando 10 mg de uno de los polimeros antes mencionados y 200 Ul de
insulina (7,4 mg) por mililitro de agua, a pH 7,4.

La duracion de la liberacién in vivo de la insulina “vectorizada” por las suspensiones, segun estas solicitudes no
publicadas, ganaria al ser aumentada.

En todo caso, toda esta técnica anterior sobre las suspensiones coloidales de nanoparticulas de poliaminoacidos
modificados hidréfobos no revela ninguna formulacion que permita:

(I) aumentar suficientemente la duracién de la liberacién de la proteina activa después de la inyeccién por via
parenteral, en particular subcutanea;

(1) y/o reducir el pico de concentracion plasmatico de la proteina activa después de la inyeccion de la
formulacion que la contiene.

En estas condiciones, uno de los objetivos esenciales de la presente invencién es, por lo tanto, proponer una
formulacion farmacéutica liquida para la liberacién prolongada de las IL, que soluciona las carencias de la técnica
anterior, y en particular que permite después de la inyeccidn por via parenteral (por ejemplo subcutanea), obtener
una duracion de liberacién in vivo prolongada para interleucinas no desnaturalizadas.

Otro objetivo esencial de la invencion es proponer una formulacion farmacéutica liquida de liberacion prolongada de
interleucinas in vivo, que sea suficientemente fluida para ser facilmente inyectable y esterilizable por filtracion sobre
filtros cuyo tamafio de poros es inferior o igual a 0,2 micrones.

Otro objetivo esencial de la invencion es proponer una formulacién farmacéutica liquida de liberacion prolongada de
interleucinas in vivo, que sea estable a la conservacion tanto en el plano fisicoquimico como biolégico.

Otro objetivo esencial de la invencidn es proponer una formulacion farmacéutica liquida de liberacion prolongada de
interleucinas in vivo, que presenta al menos una de las propiedades siguientes: biocompatibilidad, biodegradabilidad,
atoxicidad, buena tolerancia local.
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Otro objetivo esencial de la invencion es proponer una formulacion farmacéutica para la liberacion prolongada lenta
de interleucinas in vivo, siendo esta formulacién una suspension coloidal acuosa de baja viscosidad que comprende
particulas submicrénicas de polimero PO autoasociadas a al menos una interleucina, siendo el polimero PO un
polimero biodegradable, hidrosoluble y portador de grupos hidréfobos.

Otro objetivo esencial de la invencion es proponer una formulaciéon farmacéutica para la liberacién prolongada lenta
de interleucinas in vivo, siendo esta formulacién una suspension coloidal acuosa de baja viscosidad que comprende
unas particulas submicrénicas de polimero PO autoasociadas a al menos una interleucina, siendo el polimero PO,
por ejemplo, un poliaminoacido formado por unidades de acido aspartico y/o unidades de acido glutamico, siendo al
menos una parte de estas unidades portadoras de injertos que comprenden al menos un grupo hidréfobo (GH),
siendo PO ademas biodegradable, hidrosoluble y anfifilico.

Otro objetivo esencial de la invencidon es proponer productos derivados y/o precursores de la formulacién
mencionada en los objetivos antes enunciados.

Es en particular mérito de la Solicitante haber realizado unas formulaciones farmacéuticas liquidas acuosas de baja
viscosidad a temperatura fisiolégica que, de manera sorprendente, forman un depdsito gelificado in vivo después de
una facil administracion parenteral en el ser humano o en los mamiferos de sangre caliente, no siendo la formacion
de este depdsito iniciada por un cambio de pH, ni de temperatura durante la inyeccién parenteral, ni tampoco por
dispersion de disolvente organico en el medio fisiolégico. El deposito gelificado asi formado aumenta de manera
significativa la duracion de la liberacién de IL in vivo.

De lo cual resulta que la invencion se refiere a una formulacion farmacéutica liquida para la liberacion prolongada de
interleucina(s), comprendiendo esta formulaciéon, como minimo, una interleucina, eventualmente por lo menos otro
principio activo (PA), preferentemente en solucién acuosa, y una suspension coloidal, acuosa, de baja viscosidad, a
base de particulas submicrénicas de polimero (PO) biodegradable, hidrosoluble, seleccionado del grupo que
consiste en poliaminoacidos, polisacaridos, gelatinas o sus mezclas y portador de grupos hidréfobos (GH), estando
asociadas dichas particulas de manera no covalente con dicha interleucina y eventualmente dicho otro principio
activo (PA),

caracterizada:

¢ porque el medio de dispersién de la suspension esta esencialmente constituido por agua,

¢ porgue su concentracion en [PQ] esta fijada a un valor [PO] = 0,9.C1 suficientemente elevada de manera que
dicha formulacion farmacéutica es apropiada para ser inyectada por via parenteral y formar a continuacion in vivo un
depdsito gelificado, representando C1 la concentracion de “gelificacion inducida” de las particulas de PO, tal como
se ha medido en una prueba Gl tal como se describe mas adelante, cuya formacién de depdsito gelificado:

0 es, por un lado, al menos en parte provocada por al menos una proteina fisiolégica presente in vivo,
o y permitiendo, por otro lado, prolongar y controlar la duracion de liberacion de la interleucina y eventualmente
del PA in vivo, mas alla de 24h después de la administracion,

¢ porque es liquida en las condiciones de inyeccion,
4 y porque es asimismo liquida a la temperatura y/o al pH fisiologicos, y/o en presencia:

*  de electrolito fisioldgico en concentracion fisiolégica,
y/o de al menos un tensoactivo.

*

Ventajosamente, esta gelificacién in vivo no resulta de un cambio de pH y/o de temperatura, ni de una dispersion in
vivo de uno o mas disolventes organicos eventualmente contenidos en la formulacién inyectada.

Sin querer estar sujeto a la teoria, se puede pensar que las proteinas fisiolégicas, presentes in vivo en unas
concentraciones fisiolégicas, permiten la agregacion de las nanoparticulas de PO asociadas a al menos una
interleucina. Tal gelificacion se lleva a cabo, por ejemplo, en una o mas horas, 24h, 48h o 72h, entre otras.

Segun un modo de definicién, que ya no esta basado en un comportamiento in vivo como el indicado anteriormente,
sino en un comportamiento in vitro, la invencién se refiere a una formulacién farmacéutica liquida para la liberacién
prolongada de interleucina(s) y eventualmente de otros principios activo(s) -PA-, siendo esta formulacion:

o liquida en atmosfera ambiente,
o asimismo liquida a la temperatura y/o al pH fisiolégicos y/o en presencia:

de electrolito fisiolégico en concentracion fisioldgica,
y/o de al menos un tensoactivo,

0 y comprendiendo como minimo una interleucina, eventualmente como minimo, otro principio activo (PA),

6
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preferentemente en solucién acuosa, y una solucién coloidal, acuosa, de baja viscosidad, a base de particulas
submicroénicas de polimero biodegradable PO, hidrosoluble seleccionado del grupo que consiste en poliaminoacidos,
polisacaridos, gelatinas o sus mezclas y portador de grupos hidr6fobos GH, estando asociadas dichas particulas de
manera no covalente con dicha interleucina, preferentemente en solucién acuosa, (y eventualmente el otro principio
activo mencionado) y siendo el medio dispersante de la suspension esencialmente agua,

caracterizada porque su concentracidon en [PO] esta fijjada en un valor suficientemente elevado para permitir la
formacion de depésito gelificado in vitro en presencia, por lo menos de una proteina, siendo dicha concentracion en
[PQO] tal que [PO] = 0,9.C1, representado C1 la concentracion de “gelificacion inducida” de las particulas de PO, tal
como se ha medido en una prueba Gl tal como se describe en la descripcion.

Preferentemente, la formulacion farmacéutica liquida segun la invencion se caracteriza porque su concentracion en
[PO] es tal que:

m 20.C1 2 [PO] = C1,
m y mas preferentemente 10.C1 = [PO] = C1

El deposito gelificado obtenido después de la inyeccién parenteral de la formulacion permite una prolongacion
interesante de la duracion de la liberacion de la proteina, asi como una reducciéon del pico de concentracion de
interleucinas.

La duracion de la liberacién de las interleucinas esta en particular significativamente aumentada con relacion a la de
las formulaciones de la técnica anterior, en particular las descritas en las solicitudes de patente PCT publicada
WO-A-00/30618 y sus solicitudes de patente francesa no publicadas n°® 02 07008, 02 09670, 03 50190 y 01 50641.

La prolongacion de la duraciéon de liberacion in vivo inducida por las formulaciones, segun la invencion, es tanto mas
apreciable cuanto que las interleucinas liberadas son siempre plenamente bioactivas y no desnaturalizadas.

Las interleucinas, en el sentido de la presente descripcion, son de manera indiferente interleucinas no modificadas o
interleucinas modificadas, por ejemplo, por injerto de uno o varios grupos polioxietilénicos. Entre las proteinas de la
familia de las interleucinas, se pueden citar: IL-1, IL-2, IL-11, IL-12 e IL 18.

En todo el presente texto, las combinaciones supramoleculares de polimero PO asociado o no como minimo a una
interleucina y eventualmente por lo menos a otro PA, se designaran indiferentemente como “particulas
submicrénicas” o “nanoparticulas”. Esto corresponde a particulas de diametro hidrodinamico medio (medido segun
un modo de realizacion Md definido mas adelante en los ejemplos) por ejemplo, comprendido entre 1 y 500 nm,
preferentemente entre 5y 250 nm.

Ademas, es muy importante tener en cuenta que estas formulaciones son liquidas, es decir, que presentan
ventajosamente una viscosidad muy baja, que hace su inyeccion facil. Estas gelifican sélo in vivo.

Segun la invencion, los calificativos “liquida, “baja” o “muy baja viscosidad” corresponden, ventajosamente, a una
viscosidad dinamica a 20°C inferior o igual a 5 Pa.s. La medicién de referencia para la viscosidad se puede realizar,
por ejemplo, a 20°C con la ayuda de un reémetro AR1000 (TA Instruments) equipado de una geometria cono-plano
(4 cm, 2°). La viscosidad v se mide para un gradiente de cizallamiento de 10 s™.

De esta manera, la viscosidad de las formulaciones segun la invencion puede estar, por ejemplo, comprendida entre
1.10° y 5 Pa.s, preferentemente entre 1.10° y 0,8 Pa.s y, alin mas preferentemente, entre 1.10° y 0,5 Pa.s.

Esta baja viscosidad hace las formulaciones de la invencién no sélo facilmente inyectables por via parenteral, en
particular por via intramuscular o subcutanea, entre otros, sino también esterilizables facilmente y a menor coste por
filtracion sobre unos filtros de esterilizaciéon de 0,2 um de tamafio de poros.

Este estado liquido o esta baja viscosidad de las formulaciones de la invencion existen tanto a temperaturas de
inyeccion que corresponden a temperaturas ambientes, por ejemplo, comprendidas entre 4 y 30°C, como a
temperatura fisiologica.

La formulaciéon, segun la invencion es, preferentemente, una suspension coloidal acuosa de nanoparticulas
asociadas a una o varias interleucinas y eventualmente a uno o mas PA. Esto significa que, segun la invencion, el
medio de dispersidn de esta suspension esta esencialmente formado por agua. En la practica, este agua representa,
por ejemplo, al menos 50% en peso con relacion a la masa total de la formulacion.

Segun el sentido de la invencién, el término “proteina” designa tanto una proteina como un péptido. Pudiendo ser
esta proteina o este péptido modificado o no, por ejemplo, mediante injerto de uno o0 mas grupos polioxietilénicos.

Mediante la expresion “proteinas fisioldgicas” se entienden, segun el sentido de la invencion, las proteinas y/o los
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péptidos enddgenos de los mamiferos de sangre caliente presentes en el lugar de inyeccion.

Mediante la expresion “temperatura fisiolégica” se entiende, segun el sentido de la invencién, la temperatura
fisiologica de los mamiferos de sangre caliente, a saber por ejemplo, aproximadamente 37-42°C.

Mediante la expresion “pH fisiol6gico” se entiende, segun el sentido de la invencion, un pH por ejemplo comprendido
entre 6y 7,6.

Por el término “gel” se entiende, segun el sentido de la invencién, un estado semisélido en el que se transforma la
formulacion liquida, segun la invencion, de forma espontdnea mediante la Unica presencia de proteina(s)
fisiolégica(s), sin ninguna intervencién esencial del pH fisiolégico y/o de la temperatura fisioldgica y/o de la presencia
de un electrolito fisiolégico (Ca™ por ejemplo) y/o de la dispersién (o disipacién) in vivo de un disolvente organico
eventualmente presente en la formulacion inyectada.

Mediante la expresion “electrolito fisiolégico” se entiende, segun el sentido de la invencién, cualquier elemento
electrolito (por ejemplo iones Ca™") presente en los mamiferos de sangre caliente.

Mediante la expresién “concentracién fisioldgica” se entiende, segun el sentido de la invencién, cualquier
concentracion fisiolégica encontrada en los mamiferos de sangre caliente, para el medio fisiolégico considerado.

Ademas, las formulaciones, segun la invencién, son no toxicas, bien toleradas localmente y estables.

Es asimismo mérito de los inventores haber realizado un ensayo in vitro Gl que permite seleccionar una poblacion
de las formulaciones preferentes, segun la invencion, y determinar las concentraciones adecuadas en PO en las
formulaciones.

Segun la invencién, el ensayo Gl de medicion de la concentracion de gelificacién C1, es un ensayo de referencia
qgue permite definir la concentracién critica C1, denominada a continuacion concentracion de gelificacion inducida
C1, que caracteriza cada formulacién coloidal segun la invencién.

El ensayo GI de determinacion de la concentracion C1 de gelificacién inducida es el siguiente:

A fin de determinar la concentracién C1, se preparan formulaciones coloidales de concentraciones variables en
polimero anfifilico segun la invencion y de concentracion constante en proteina terapéutica. Para eso, se ponen en
solucion en agua ionizada cantidades crecientes de polvo seco del polimero. Las soluciones se mantienen a 25°C
bajo agitacion magnética durante 16 horas antes de ser mezcladas con una solucién concentrada en proteina
terapéutica. El volumen y la concentracion de esta soluciéon de proteina terapéutica se ajustan a fin de obtener la
concentracion en proteina buscada para la formulacién [por ejemplo 2,5 mg/ml de interleucina 2 (IL2)].

Las formulaciones coloidales asi preparadas se mezclan en una soluciéon acuosa de albumina de suero bovino
(BSA) concentrada a 30 mg/ml, y después centrifugada durante 15 minutos a 3000 rpm. Las mezclas se dejan bajo
agitacion suave durante 24 horas antes de ser recuperadas para ser caracterizadas.

Las mediciones de viscoelasticidad se efectian sobre un reémetro TA Instrument AR 1000, equipado de una
geometria cono-plano (diametro 4 cm y angulo 1,59°). Una deformacion de 0,01 rad, situada en el dominio de
viscoelasticidad lineal, se impone de manera sinusoidal sobre un rango de frecuencia comprendido entre 0,1 y 300
rad/s. La temperatura de la muestra est4d mantenida constante a 20°C por medio de una célula Peltier.

Los espectros de frecuencia del médulo elastico G’ y del médulo viscoso o de pérdida, G”, permiten definir el tiempo
de relajacion caracteristico Tr definido aqui como la inversa de la frecuencia a la que el médulo elastico G’ cruza el
moddulo viscoso G”. Se encontrara una exposicion detallada de estas cuestiones en el documento Ferry, Viscoelastic
Properties of Polymers, J.D. Ferry, J. Wiley, NY, 1980 y en el articulo de J. REGALADO y otros Macromolecules
1999, 32, 8580.

La medicion del tiempo de relajaciéon Tr en funcién de la concentracion en polimero de la formulacién permite definir
la concentracion C1 a la que este tiempo Tr pasa por 1 segundo. Ejemplos de valores de la concentracion de
gelificacién C1 se daran en el ejemplo 6, mas adelante.

De la misma manera, se pueden definir las concentraciones C0,1 y C10 para las cuales el tiempo de relajacion
supera respectivamente 0,1 s y 10 s. Estas concentraciones se clasifican en el orden creciente siguiente: C0,1 < C1
< Cl10.

Segun una variante de la formulacién segin la invencion:

» [PO]=C0,1,
» Preferentemente [PO] = C1,
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» Y mas preferentemente todavia [PO] = C10.
Segun una caracteristica adicional ventajosa: [PO] < 20.C1.

Segun el sentido de la invencion y en todo el presente texto los términos “asociacion” o “asociar’” usados para
calificar las relaciones entre uno o mas principios activos y los polimeros PO (por ejemplo los poliaminoacidos)
significan, en particular, que el principio o principios activos estan unidos al polimero o polimeros PO [por ejemplo el
(o los) poliaminoéacido(s)] mediante una unién no covalente, por ejemplo mediante interaccion electroestatica y/o
hidréfoba y/o una unién de hidrégeno y/o un gen estérico.

Los polimeros PO, segun la invencidn, son polimeros biodegradables, hidrosolubles y portadores de grupos
hidréfobos GH. Los grupos hidréfobos pueden encontrarse en numero reducido frente al resto de la cadena y
pueden situarse lateralmente a la cadena o ser intercalados en la cadena, y ser repartidos de manera aleatoria
(copolimero estatico) o repartidos en forma de secuencias o de injertos (copolimeros bloque o copolimeros
secuenciados).

Sin que sea limitativo, los polimeros PO modificados hidr6fobos se pueden elegir del grupo que comprende los
copoliaminoacidos anfifilicos, los polisacaridos (preferentemente en el subgrupo que comprende los pululanos y/o
los quitosanos y/o los mucopolisacaridos), las gelatinas, o sus mezclas.

Segun un modo preferente de realizacion de la invencion, PO se elige entre los copoliaminoacidos anfifilicos. Segun
el sentido de la invencién y en todo el presente texto, el término “poliaminoacido” cubre tanto los oligoaminoacidos
que comprenden de 2 a 20 unidades de “aminoacido” como los poliaminoacidos que comprenden mas de 20
unidades de “aminoacido”.

Preferentemente, los poliaminoacidos segun la presente invencion son oligdbmeros u homopolimeros que
comprenden unidades recurrentes de acido glutamico o aspartico, o copolimeros que comprenden una mezcla de
estos dos tipos de unidades de “aminoacido”. Las unidades consideradas en estos polimeros son unos aminoacidos
que tienen la configuracion D o L o D/L y que estan unidos por sus posiciones alfa o0 gamma para la unidad
glutamato o acido glutamico y alfa o beta para la unidad acido aspartico o aspartato.

Las unidades de “aminoacido” preferentes de la cadena de poliaminoacido principal son aquellas que tienen la
configuracion L y una unién de tipo alfa.

Segun un modo todavia mas preferente de realizacion de la invencion, el polimero PO es un poliaminoacido formado
por unidades de &cido aspartico y/o unidades de acido glutdmico, siendo al menos una parte de estas unidades
portadora de injertos que comprenden al menos un grupo hidr6fobo GH. Estos poliaminoéacidos son en patrticular del
tipo de aquellos descritos en la solicitud de patente PCT WO-A-00/30618.

Segun una primera posibilidad, el (o los) PO de la formulacién son definidos por la formula general (I) siguiente:

3
H o A _-COOR
l!, NHR'
R?

ps

[GH] -~

A

@

en la que:

a R representa un H, un alquilo lineal en C2 a C10 o ramificado en C3 a C10, bencilo, una unidad de aminoacido
terminal o -R*-[GH];

mR? representa un H, un grupo acilo lineal en C2 a C10 o ramificado en C3 a C10, un piroglutamato o -R“-[GH];

» R® es un H o una entidad catiénica preferentemente seleccionada del grupo que comprende:

- los cationes metalicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende: el sodio, el potasio, el calcio, el
magnesio,
- los cationes organicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende:
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. los cationes a base de amina,

. los cationes a base de oligoamina,

« los cationes a base de poliaminas (siendo la polietilenimina particularmente preferida),

* los cationes a base de aminoacido(s) ventajosamente elegidos en la clase que comprende los cationes a base
de lisina o de arginina,

- 0 los poliaminoacidos catidnicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende la polilisina o la
oligolisina;

s R’ representa una unién directa o un “separador” a base de 1 a 4 unidades de aminoécido;

m A representa independientemente un radical —CH,- (unidad de acido aspartico) o -CH,-CH;- (unidad de acido
glutamico);

m n/(n+m) se ha definido como el indice de injerto molar y su valor es suficientemente bajo para que PO puesto en
solucion en agua de pH 7 y 25°C forme una suspension coloidal de particulas submicrénicas de PO,
preferentemente n/(n+m) esta comprendido entre 1 a 25% molar y mejor todavia entre 1 y 15% molar;

m n + m se ha definido como el grado de polimerizacion y varia de 10 a 1000, preferentemente entre 50 y 300;

m GH representa un grupo hidréfobo.

Segun una segunda posibilidad, el (o los) PO de la formulacién responden a una de las formulas generales (1l), (lll) y
(IV) siguientes:

COOR
oy, Jw w #L
R COOR
(aH_ H/L 4/11\ /”‘P J\",Jr o

()

en las que:

[ GH representa un grupo hidréfobo;
[ R es un grupo alquilo lineal en C2 a C6;
m R es un H o una entidad catiénica, preferentemente seleccionada del grupo que comprende:

- los cationes metalicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende: el sodio, el potasio, el calcio, el
magnesio,
- los cationes organicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende:

. los cationes a base de amina,

* los cationes a base de oligoamina,

* los cationes a base de poliaminas (siendo la polietilenimina particularmente preferida),

* los cationes a base de aminoacido(s) ventajosamente elegidos en la clase que comprende los cationes a base
de lisina o de arginina,

- 0 los poliaminoacidos catidnicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende la polilisina o la
oligolisina;

m R*® es un grupo alquilo, dialcoxi o diamina en C2 a C6;

aR’ representa una unién directa o un “separador”’ a base de 1 a 4 unidades de aminoécido;
m A representa independientemente un radical -CH,- (unidad de acido aspartico) o -CH,-CH- (unidad de acido
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glutamico);
m N’ +m’ on”se ha definido como el grado de polimerizacién y varia de 10 a 1000, preferentemente entre 50 y 300.

Ventajosamente, los n grupos GH del PO representan cada uno independientemente entre si un radical monovalente
de férmula siguiente:

(GH)

en la que:

- R representa metilo (alanina), isopropilo (valina), isobutilo (leucina), secbutilo (isoleucina), bencilo (fenilalanina);
- R® representa un radical hidr6fobo que comprende de 6 a 30 atomos de carbono;
- lvariadeOa6.

Segun una caracteristica destacable de la invencién, todo o parte de los grupos hidr6fobos R® de los PO se eligen de
manera independiente, en el grupo de radicales que comprende:

m un alcoxi lineal o ramificado que comprende de 6 a 30 atomos de carbono y que puede comprender al menos un
heteroatomo (preferentemente O y/o N y/o S) y/o al menos una insaturacion,

m un alcoxi que comprende de 6 a 30 atomos de carbono y que tiene uno o mas carbociclos anulares y que contiene
eventualmente al menos una insaturacion y/o al menos un heteroatomo (preferentemente O y/o N y/o S),

m un alcoxiarilo o un ariloxialquilo de 7 a 30 atomos de carbono y que puede comprender al menos una insaturacion
y/o al menos un heteroatomo (preferentemente O y/o N y/o S).

En la practica y sin que eso sea limitativo, el radical hidr6fobo R® del injerto del PO procede de un precursor
alcohdlico elegido del grupo que comprende: el octanol, el dodecanol, el tetradecanol, el hexadecanol, el
octadecanol, el oleilalcohol, el tocoferol o el colesterol.

Segun una primera forma de realizacion de la invencion, las cadenas principales de poliaminoacidos son
homopolimeros de alfa-L-glutamato o de acido alfa-L-glutamico.

Segun una segunda forma de realizacion de la invencién, las cadenas principales de poliaminoacidos son
homopolimeros de alfa-L-aspartato o de acido alfa-L-aspartico.

Segun una tercera forma de realizacién de la invencion, las cadenas principales de poliaminoacidos son copolimeros
de alfa-L-aspartato/alfa-L-glutamato de acido alfa-L-aspartico/alfa-L-glutamico.

Ventajosamente, la distribucion de las unidades de acido aspartico y/o de acido glutamico de la cadena
poliaminoacido principal del PO es tal que el polimero asi constituido es aleatorio, o bien de tipo bloque, o bien de
tipo multiboque.

Preferentemente, el PO usado en la formulacién, segun la invencion, tiene una masa molar que se sitta entre 2000 y
100.000 g/mol, y preferentemente entre 5000 y 40.000 g/mol.

Segun un primer modo preferente de realizacién de la formulacion, el radical hidréfobo R® del injerto de PO procede
de un precursor alcohdlico formado por tocoferol:

¢ 1% < [n/(n+m)]x 100 < 10%
+ preferentemente 3,5% < [n/(n+m)]x 100 < 7,5%
+ n + m varia de 100 a 400, preferentemente de 120 a 300.

Segun una segunda forma preferente de realizacién de la formulacién, el radical hidréfobo R® del injerto de PO
procede de un precursor alcohdlico formado por colesterol:

¢ 1% < [n/(n+m)]x 100 < 10%

¢ preferentemente 3,5% < [n/(n+m)]x 100 < 6,5%
¢ n+mvaria de 100 a 400, preferentemente de 120 a 300.
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En estos dos modos preferentes de realizacién de la formulacion de la invencion, es ventajoso que la concentracion
de polimero PO esté comprendida entre 15 y 50 mg/ml.

Segun una variante, el PO de la formulacién, segun la invencioén, es portador, como minimo, de un injerto del tipo
polialquilenglicol unido a una unidad de glutamato y/o aspartato.

Ventajosamente, este injerto de tipo polialquilenglicol es de formula (V) siguiente.

,4 28
/R \X,P\'/O“}Ell R
R7

v)

en la que:

- R* representa una unién directa o un “separador” a base de 1 a 4 unidades de aminoacidos;
- Xes un heteroatomo elegido del grupo que comprende el oxigeno, el nitrégeno o un azufre;
- R’ y R® representan independientemente un H, un alquilo lineal en C1 a C4;

- n” varia de 10 a 1000, preferentemente de 50 a 300.

En la practica, el polialquilenglicol es, por ejemplo, un polietilenglicol.
Es deseable, segln la invencion, que el porcentaje molar de injerto del polialquilenglicol varie de 1 a 30%.

Los poliaminoacidos PO son ademas extremadamente interesantes debido a un indice de injerto ajustable, se
dispersan en agua de pH 7,4 (por ejemplo con un tampdn fosfato) para dar suspensiones coloidales.

Ademas, principios activos PA tales como proteinas, péptidos o pequefias moléculas, pueden asociarse
espontaneamente a nanoparticulas que comprenden estos poliaminoacidos PO.

Se debe comprender que los PO a base de poliaminoacidos contienen funciones carboxilicas que son, o bien
neutras (forma COOH), o bien ionizadas (anién COO-), segun el pH y la composicién. Por esta razén, la solubilidad
en fase acuosa es directamente funcion del indice de COOH libres de los PO (no injertado por el motivo hidréfobo) y
del pH. En solucién acuosa, el contracation puede ser un catién metdlico tal como sodio, calcio 0 magnesio, 0 un
cation organico tal como trietanolamina, tris(hidroximetil)-aminometano o poliamina tal como la polietilenimina.

Los PO de tipo poliaminoacidos susceptibles de ser usados en la formulacion de la invencion son obtenidos, por
ejemplo, mediante métodos conocidos por un experto en la técnica. Los poliaminoacidos estadisticos se pueden
obtener mediante injerto del injerto hidréfobo, previamente funcionalizado por el “separador”, directamente en el
polimero mediante reaccién habitual de acoplamiento. Los PO poliaminoacidos bloque o multibloques se pueden
obtener mediante polimerizacion secuencial de los anhidridos de N-carboxi-aminoacidos (NCA) correspondientes.

Se prepara por ejemplo un poliaminoacido, un homopoliglutamato, un homopoliaspartato o un copolimero
glutamato/aspartato, bloque, multibloque o aleatorio segiin métodos habituales.

Para la obtencién de un poliaminoacido de tipo alfa, la técnica mas habitual se basa en la polimerizacion de
anhidridos de N-carboxi-aminoacidos (NCA), descrita por ejemplo en el articulo Biopolymers, 1976, 15, 1869 y en el
documento de H.R. Kricheldorf “alpha-Aminoacid-N-carboxy Anhydrides and related Heterocycles” Springer Verlag
(1987). Los derivados de NCA son preferentemente unos derivados NCA-O-Me, NCA-O-Et o NCA-O-Bz (Me =
Metilo, Et = Etilo y Bz = Bencilo). Los polimeros se hidrolizan después en condiciones apropiadas para obtener el
polimero en su forma &cida. Estos métodos se basan en la descripcion dada en la patente FR-A-2 801 226 de la
solicitante. Un cierto nimero de polimeros utilizables segun la invencion, por ejemplo de tipo &cido
poli(alfa-L-aspartico), acido poli(alfa-L-glutdmico), acido poli(alfa-D-glutamico) y acido poli(gamma-L-glutdmico) de
masas variables estan disponibles comercialmente. El acido poliaspartico de tipo alfa-beta se obtiene mediante
condensacion del acido aspartico (para obtener una polisuccinimida) seguida de una hidrdlisis basica (véase Tomida
y otros, Polymer 1997, 38, 4733-36).

El acoplamiento del injerto con una funcién é&cida del polimero se realiza facilmente mediante reaccién del
poliaminoacido en presencia de una carbodiimida como agente de acoplamiento y, de forma opcional, un catalizador
tal como la 4-dimetilaminopiridina y en un disolvente apropiado tal como la dimetilformamida (DMF), la
N-metilpirrolidona (NMP) o el dimetilsulfoxido (DMSO). La carbodiimida es, por ejemplo, la diciclohexilcarbodiimida o
la diisopropilcarbodiimida. El indice de injerto se controla quimicamente mediante la estoiquiometria de los
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constituyentes y reactivos o el tiempo de reaccion. Los injertos hidréfobos funcionalizados por un “separador” se
obtienen mediante acoplamiento peptidico clasico o0 mediante condensacién directa por catalizacién acida. Estas
técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Para la sintesis de copolimero bloque o multibloque, se usan derivados NCA previamente sintetizados con el injerto
hidréfobo. Por ejemplo, el derivado NCA-hidréfobo se copolimeriza con el NCA-O-bencilo y después se eliminan
mediante hidrélisis selectivamente los grupos bencilicos.

La sintesis de poliaminoacidos PO conduce preferentemente a unas suspensiones acuosas de nanoparticulas de
PO.

Tales suspensiones se pueden transformar en polvos de nanoparticulas de PO mediante secado, de manera
apropiada y conocida por los expertos en la técnica, como por ejemplo: calentamiento (autoclave, etc.), puesta al
vacio, uso de desecantes, liofilizacién, atomizacion.

Estas nanoparticulas de PO, en suspension o en estado pulverulento, forman una materia prima para la preparacion
de las formulaciones, segun la invencién.

A este respecto, se puede precisar que las formulaciones, segun la invencion, resultan de la asociacién no covalente
de nanoparticulas a base de al menos un PO y de al menos un PA, en un medio liquido acuoso.

Para la preparacion, el PO y/o la(s) interleucina(s) (y/o el eventual PA suplementario) pueden estar en forma sélida
(preferentemente polvo) y/o en forma liquida (preferentemente suspension acuosa coloidal).

La asociacion interleucinas(s)/PO significa, segun el sentido del presente documento, que la (o las) interleucinas
esta(n) asociada(s) al (a los) polimero(s) PO [por ejemplo uno o mas poliaminoacidos(s)] mediante una o mas
uniones distinta(s) que una (0 mas) unién(es) quimica(s) covalente(s).

Las técnicas de asociacion de una o mas interleucinas a los PO, segun la invencion, se describen especialmente en
la solicitud de patente WO-A-00/30618. Consisten en incorporar al menos una interleucina (y uno o varios otros
principios activos eventuales) en el medio liquido que contiene unas nanoparticulas de PO, para obtener una
suspension coloidal de nanoparticulas cargadas en o0 asociadas con una o varias interleucinas (y uno o varios otros
principios activos eventuales).

La invencion tiene, por lo tanto, asimismo, por objeto un procedimiento de preparacién de la formulacion mencionada
anteriormente.

Segun un primer modo preferente de realizacion, este procedimiento se caracteriza porque consiste esencialmente
en:

¢ llevar a cabo una suspension coloidal de nanoparticulas de al menos un PO,

¢ mezclar esta suspension coloidal de nanoparticulas de PO con al menos una interleucina (y uno o varios otros
principios activos eventuales), preferentemente en solucién acuosa,

+ afadir eventualmente al menos un excipiente

¢ si es necesario, ajustar el pH y/o la osmolaridad, y

+ eventualmente filtrar la suspensién asi obtenida.

Ventajosamente, la(s) interleucina(s) (y uno o varios otros principios activos eventuales) se obtienen en forma de
suspension o de solucién acuosa para la mezcla con la suspensién coloidal de nanoparticulas de PO.

Segun un segundo modo de realizacion, este procedimiento se caracteriza porque consiste esencialmente en:

¢ realizar un polvo de al menos un polimero PO,

+ mezclar este polvo con una suspension o solucion acuosa de al menos una interleucina (y uno o varios otros
principios activos eventuales), preferentemente en solucién acuosa,

+ afadir eventualmente al menos un excipiente,

¢ si es necesario, ajustar el pH y/o la osmolaridad, y

+ eventualmente filtrar la suspension asi obtenida.

Las formulaciones asi obtenidas pueden asimismo ser elaboradas en forma de geles, de polvo o de pelicula
mediante los métodos clasicos conocidos por los expertos en la técnica, tales como la concentracion por diafiltracion
0 evaporacion, el revestimiento, la atomizacion o la liofilizacién, entre otros. Estos métodos pueden ser
eventualmente combinados.

De lo anterior resulta un tercer modo de realizacion del procedimiento de preparacion de las formulaciones liquidas,

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 237935713

segun la invencién, consistiendo este tercer modo esencialmente en:

¢ realizar un polvo procedente del secado de la formulacién liquida, segin la invencion, tal como se ha definido
anteriormente,

+ mezclar este polvo con un medio liquido acuoso, preferentemente bajo agitacion,

+ afadir eventualmente al menos un excipiente,

¢ si es necesario ajustar el pH y/o la osmolaridad, y

¢ eventualmente filtrar la suspensién asi obtenida

Los excipientes susceptibles de ser afiadidos son, por ejemplo, antimicrobianos, tampones, antioxidantes, agentes
gue permiten ajustar la isotonicidad, que son conocidos por los expertos en la técnica. Se podra, por ejemplo,
referirse al documento: Injectable Drug Development, P.K. Gupta y otros, Interpharm Press, Denver, Colorado 1999.

La filtracién eventual de la formulacién liquida sobre filtros de porosidad igual, por ejemplo, de 0,2 um, permite
esterilizarla. Se puede asi inyectar directamente a un paciente.

Todos estos ejemplos de preparacion de formulaciones liquidas, segun la invencién, son ventajosamente realizados
en atmosfera y a temperatura ambientes (25°C por ejemplo).

Segun una disposicion interesante de la formulacién segun la invencién, su fraccidn masica en interleucina(s) no
asociada(s) a las particulas submicrénicas [interleucina(s) no asociada(s)] en % en peso es tal que:

o [interleucina(s) no asociada(s)] <1

o preferentemente [interleucina(s) no asociada(s)] < 0,5.

o y mas preferentemente [interleucina(s) no asociada(s)] < 0,1. De acuerdo con la invencién, la interleucina
preferente es interleucina 2.

Segun otro de sus aspectos, la invencion comprende cualquier producto derivado obtenido a partir de la formulacién
liguida segun la invencion, tal como se ha definido anteriormente y que comprende particulas submicrénicas,
formadas por asociaciones no covalentes PO / interleucina tales como se han definido anteriormente.

En la préactica, estos productos derivados pueden estar constituidos especialmente por polvos, geles, implantes o
peliculas, entre otros.

Ademas, la invencion se refiere a cualquier precursor de la formulacién liquida inyectables tal como se ha definido
anteriormente.

Al tratarse siempre de estos productos derivados, se debe subrayar que la invencion se refiere igualmente a un
procedimiento de preparacion de un material en polvo derivado de la formulaciéon que se ha definido anteriormente,
caracterizandose este procedimiento porque dicho material en polvo es obtenido por secado de la formulacion que
se ha definido anteriormente.

La formulacién, segun la invencion, es preferentemente farmacéutica, sin excluir las formulaciones cosmeéticas,
dietéticas o fitosanitarias que comprenden como minimo un PO, tal como se ha definido anteriormente y como
minimo una interleucina y eventualmente, como minimo, otro principio activo.

Segun la invencion, el eventual principio activo suplementario distinto de una interleucina, puede ser una proteina,
una glicoproteina, una proteina unida a una o varias cadenas polialquilenglicol [preferentemente PoliEtilenGlicol
(PECI): “proteina-PEGilada”], un polisacérido, un liposacarido, un oligonucleétido, un polinucleétido o un péptido.
Este principio activo suplementario puede ser seleccionado entre las hemoglobinas, citocromas, albuminas,
interferones, citocinas, antigenos, anticuerpos, eritropoyetina, insulina, hormonas de crecimiento, factores VIl y IX,
factores estimulantes de la hematopoyesis 0 sus mezclas.

Segun una variante, este principio activo suplementario es una “pequefia’ molécula organica hidréfoba, hidréfila o
amfifilica, por ejemplo, péptidos tales como leuprélido o ciclosporina o pequefias moléculas tales como las que
pertenecen a la familia de las antraciclinas, taxoides o camptotecinas y sus mezclas.
Entre las caracteristicas primordiales de la formulacién, segin la invencion, figuran su caracter inyectable y su
capacidad de formar un deposito sobre el sitio de inyeccion, in vivo, mediante gelificacion o también mediante
agregacion de las nanoparticulas, en presencia de proteinas fisiolégicas o analogos.

La formulacién, segun la invencion, puede en particular ser inyectada por via parenteral, subcutanea, intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o en un tumor.

La formulacién, segun la invencion, puede asimismo ser administrada por via oral, nasal, vaginal, ocular o bucal.
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Ventajosamente, la formulacién se destina a la preparacion de medicamentos, en particular para administracion
parenteral, subcutanea, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o en un tumor, incluso por via oral,
nasal, vaginal u ocular.

Aunque la formulacion, segin la invencion, sea preferentemente farmacéutica, esto no excluye sin embargo las
formulaciones cosmeéticas, dietéticas o fitosanitarias que comprenden al menos un PO tal como se definié
anteriormente y al menos un principio activo correspondiente.

Segun todavia otro de sus aspectos, la invencién se refiere a un procedimiento de preparacién de medicamentos, en
particular para administracion parenteral, subcutanea, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o en
un tumor, incluso por via oral, nasal, vaginal u ocular, caracterizado porque consiste esencialmente en realizar al
menos una formulaciéon definida anteriormente y/o cualquier producto derivado y/o cualquier precursor de dicha
formulacion.

La invencidn se refiere asimismo al uso terapéutico de la formulacion tal como se describe en el presente texto, que
consiste esencialmente en administrar dicha formulacién por via parenteral, subcutanea, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, intracerebral o en un tumor, incluso por via oral, nasal, vaginal u ocular, de manera que ésta forme
un deposito gelificado/reticulado en el sitio de inyeccion.

La invencion se entenderd mejor y sus ventajas y variantes de realizacion se comprenderan mejor a partir de los
ejemplos siguientes, que describen la sintesis de los PO formados por poliaminoacidos injertados por un grupo
hidréfobo, su transformacién en sistema de liberacion prolongada de una interleucina, a saber, en formulacién segin
la invencién (suspension coloidal acuosa estable) y la demostracion de la capacidad de tal sistema, no sélo en
asociarse a una interleucina, sino sobre todo en gelificarse/reticularse para liberar de manera muy prolongada in vivo
las interleucinas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Curvas de las concentraciones plasmaticas de IL2 (picogramo/ml) conseguidas en un mono después de la
inyeccién subcutanea

« de la formulacion de IL2 segln la invencion (ejemplo 11):

- curva -o-o-,

« de la formulacion de IL2 (F) control no incluida en la invencion (ejemplo 11):
- curva -e-e-,

 y de la formulacion de IL2 (G) control no incluida en la invencion (ejemplo 11):
- curva -m-m-,

en funcion del tiempo T en horas y a una dosis de IL2 de 0,5 mg/kg.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Polimero anfifilico P1

Sintesis de un poliglutamato injertado por el alfa-t ~ ocoferol de origen sintético

Se solubilizan 5,5 g de un alfa-L-poliglutamato (de masa equivalente a aproximadamente 10.000 Da) con respecto a
un estandar de polioxietileno y obtenido mediante polimerizacion de NCAGIuOMe seguida de una hidrélisis tal como
se describe en la solicitud de patente FR-A-2 801 226) en 92 ml de dimetilformamida (DMF) calentando a 40°C
durante 2 horas. Una vez solubilizado el polimero, se deja volver la temperatura hasta 25°C y se afiaden
sucesivamente 1,49 g de D,L-alfa-tocoferol (> 98% obtenido de Fluka®) previamente solubilizado en 6 ml de DMF,
0,09 g de 4-dimetilaminopiridina previamente solubilizada en 6 ml de DMF y 0,57 g de diisopropilcarbodiimida
previamente solubilizada en 6 ml de DMF. Después de 8 horas a 25°C bajo agitacién, el medio de reaccion se vierte
en 800 ml de agua que contiene 15% de cloruro de sodio y de acido clorhidrico (pH 2). El polimero precipitado se
recupera después mediante filtracion, se lava con acido clorhidrico 0,1N y después con agua. El polimero se
resolubiliza después en 75 ml de DMF, y después se reprecipita en agua que contiene como antes sal y acido a pH
2. Después de dos lavados con agua, se lava varias veces con éter diisopropilico. El polimero se seca después en
estufa, en vacio a 40°C. Se obtiene un rendimiento del orden de 85%.

Ejemplo 2: Polimeros anfifilicos P1, P2, P3, P4, P5y P6

Estos polimeros se obtienen de la misma manera que para la obtencién del polimero P1. La siguiente tabla 1
resume las caracteristicas de estos polimeros. Las del polimero P1 se dan a titulo de comparacion.
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TABLA 1
Polimero Mn" g/mol del Grupo hidréfobo % de injerto Mn* g/mol
poliglutamato (RMN)2 del polimero

P1 10.000 alfa-tocoferol® 7 13.900
P2 10.000 alfa-tocoferol® 4 14.400
P3 16.900 alfa-tocoferol® 4 15.200
P4 10.000 Colesterol 5 11.500
P5 16.900 colesterol 5 12.900
P6 10.000 n-dodecanol 15 11.500

" En equivalente polioxietileno.

% fndice de injerto molar estimado por la RMN del proton

® de origen sintético

Ejemplo 3: Preparacion de una formulacién de interleu cina-2 (IL2) de larga accion, segun la presente
invencion, a base del polimero P3.

Se introduce en un frasco la cantidad de polvo liofilizado del polimero anfifilico y de agua estéril necesaria para
obtener una concentracion en polimero igual a X = 1,3 veces la concentracion final buscada en la formulacién. La
solucion del polimero se prolonga durante 16 horas bajo agitacion magnética.

La cantidad necesaria de IL2 liofilizada (Prospec) se concentra a X/(X-1) veces la concentracion final buscada.

La concentracion precisa de la solucién de IL2 concentrada se determina mediante determinacion UV a 280 nm, con
la ayuda de un espectrofotometro UV Perkin EImer Lambda 35. Esta solucién de IL2 se filtra sobre 0,8-0,2 um y se
almacena a 4°C. Su pH se ajusta a pH 11 mediante adicion de NaOH 1M. Se denomina Y la relacién de la
concentracion en proteina de esta solucion con la concentracién deseada en la formulacion.

Se procede después a la mezcla a temperatura ambiente de la solucién de proteina y de la solucién de polimero.
Para un volumen de polimero, se afiaden X — 1 voliumenes de solucién de proteina. El pH y la osmolaridad se
ajustana pH 7,4 + 0,2 y a 300 + 20 mOsm.

De esta manera, para preparar una formulacién de IL2 de larga accidén, segun la invencién, a base del polimero P3
gue contiene 20 mg/ml de polimero P3 y 2,5 mg/ml de IL2, la solucion inicial de polimero se concentra a 26 mg/ml.
La solucion inicial de IL2 se concentra a 11 mg/ml. Para un volumen de polimero, se afiaden 0,3 volimenes de
solucién de proteina.

Ejemplo 4: Medicion del diametro hidrodinamico medio de las nanoparticulas de diferentes polimeros PO,
segun la invencion.

El diametro hidrodinamico medio de las particulas de polimero PO segun la invencién se mide segun el modo de
realizacién Md definido a continuacion.

Las disoluciones de PO se preparan en unas concentraciones de 1 6 2 mg/ml en medio NaCl 0,15M y se dejan bajo
agitacion durante 24h. Estas disoluciones se filtran después sobre 0,8-0,2 um, antes de analizarlas en difusiéon
dinamica de la luz gracias a un aparato de tipo Brookhaven, que funciona con un haz laser de longitud de onda 488
nm y polarizado verticalmente. El diametro hidrodinamico de las nanoparticulas de polimero PO se calcula a partir
de la funcién de autocorrelacion del campo eléctrico por medio del método de los cumulantes, tal como se describe
en el texto “Surfactant Science Series” volumen 22, Surfactant Solutions, Ed. R Zana, cap. 3, M. Dekker, 1984.

Se obtienen los resultados siguientes para los polimeros PO, P2, P3, P4 y P6 del ejemplo 2:

TABLA 2
Polimero Diametro hidrodindmico medio (nm)
P2 60
P3 90
P4 30
P6 15

Ejemplo 5: Asociacion espontanea de una proteinaal  as nanoparticulas de polimero PO

Una solucién de tampoén fosfato a 25 mM se prepara a partir de polvo de NaH>Po4 (Sigma ref. S-0751) y se ajusta
con sosa 1N (SDS ref. 3470015) a pH = 7,2. Una suspensién coloidal de nanoparticulas de polimero P1 se prepara
mediante disolucion del polimero liofilizado durante una noche a 5 mg/ml en la solucién de tampdn fosfato anterior.

Una solucion madre de BSA (Sigma A-2934) se prepara mediante disolucion durante dos horas de una proteina a 10
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mg/ml en el mismo tampon.

Las disoluciones madres asi como el tampdn se filtran sobre 0,22 um. Se realizan unas mezclas mediante adicién de
volumenes predeterminados de dos soluciones madres y de la dilucién en el tampdn fosfato para obtener al final una
gama de muestras que tienen una concentracion constante en polimero (0,1 mg/ml) y unas concentraciones
crecientes de proteinas (0 a 1,8 mg/ml).

Las muestras se dejan asociarse durante 5 horas a 25°C y después se analizan mediante electroforesis capilar en
un método denominado de frontal en el que es posible visualizar separadamente la proteina y el complejo de
proteina-polimero. Para mas detalles de esta técnica, se consultara el siguiente articulo: Gao JY, Dublin PL,
Muhoberac BB, Anal. Chem. 1997, 69, 2945. Los andlisis se realizan en un aparato Agilent G16000A provisto de una
burbuja capilar de silice fundida (tipo G1600-62-232). La altura del primer nivel que corresponde a la proteina libre
permite determinar la concentracién en BSA no asociada. El experimento muestra que para unas cantidades de
proteinas inferiores a 0,1 g de proteina por g de polimero, la proteina se asocia a las nanoparticulas de polimero.
Ejemplo 6: Determinacién de la concentracion de geli  ficacion C1 para los polimeros PO, P1, P3 y P6.

Se aplica el ensayo Gl a formulaciones de IL2 asociadas a los polimeros P1, P3 y P6 de los ejemplos 1y 2. Las
concentraciones en proteinas de estas formulaciones se trasladan a la tabla siguiente. La medicién del tiempo de
relajacion de las formulaciones en presencia de BSA (concentracion 30 mg/ml) se efectia segun el modo de
realizacién del ensayo Gl. La concentracion critica C1, para la cual el tiempo de relajacion excede 1 s se traslada a
la tabla 3 para IL-2:

TABLA 3:
Concentracion de gelificacién inducida por formulaciones de L2
Polimero P1 P3 P6
Concentracién en IL2 (mg/ml) 2,5 2,5 2,5
Concentracion C1 (mg/ml) 17 17 > 50

Ejemplo 7: Farmacocinética de la interleucina 2 (IL2
diversas formulaciones a base de poliaminoacidos an

) en el mono después de la inyeccion subcutanea de
fifilicos.

Las formulaciones siguientes se preparan segun el modo de realizacion descrito en el ejemplo 3.

TABLA 4
Referencia Polimero Concentracion en polimero (mg/ml) Concentracion en IL2
(mg/ml)
E P1 30 2,5
F P3 20 25
G P6 40 25

Las formulaciones E y F, que tienen una concentracién en polimero superior a la concentracién de gelificacion C1
medida en el ejemplo 6, pertenecen por lo tanto a la seleccién segun la invencién. En cambio, la formulacién G tiene
una concentracion inferior a la concentracion de gelificacion C1 y no pertenece a la seleccién segin la invencion.

Estas formulaciones se inyectan a la dosis de 0,5 mg/kg a unos monos Cynomolgus. Se efectian unas extracciones
plasmaticas en los tiempos 1, 5, 11, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 240 horas. La concentracion plasmatica en
IL2 se mide sobre estas extracciones mediante el ensayo de determinacion ELISA (Kit Immunotech IM 3583).

Los tiempos Tmax y T50 para las formulaciones E, F y G se trasladan en la tabla 5 siguiente.

TABLAS
Referencia de la formulaciéon Tmax (h) T50 (h)
E 32 34,5
F 32 37,5
G 4 10,5

De esta manera, las formulaciones E y F, que pertenecen a la seleccidn segun la invencién, presentan una duracion
de liberacién considerablemente aumentada con respecto a la formulacion G que no pertenece a la seleccion segun
la invencion.

Ejemplo 8: Observacion de la gelificacion
inyeccion subcutanea.

in vivo de las formulaciones, segln la invencién, después de la

El comportamiento subcutaneo de las formulaciones, segun la invencion, se ha estudiado en el cerdo doméstico. Se
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ha procedido a inyectar debajo de la piel de la barriga, a 4 mm de profundidad, seis cerdos domésticos, con 0,3 ml
de las siguientes formulaciones: Formulacién A: solucién acuosa isoténica de pH 7,3 del polimero P6 del ejemplo 2
concentrado a 45 mg/ml.

Formulacién B: solucién acuosa isoténica de pH 7,3 del polimero P1 del ejemplo 1 concentrado a 20 mg/ml.

Los sitios inyectados han sido extraidos 72 horas después de la administracion. El examen histolégico muestra la
presencia de un depodsito gelificado de polimero para la formulacion B. Este se presenta en forma de zonas
uniformemente coloreadas. Sin embargo, este fendbmeno no se observa para la formulacién A para la cual el
polimero se infiltra entre las fibras de colageno.

Se puede subrayar que la matriz de polimero B es perfectamente biodegradable debido a que el tejido ha vuelto
completamente a su estado normal después de 21 dias.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacion farmacéutica liquida para la liberacion prolongada de interleucina(s), comprendiendo dicha
formulacién, como minimo, una interleucina, eventualmente, como minimo, otro principio activo (PA),
preferentemente en solucién acuosa, y una suspension coloidal, acuosa, de baja viscosidad, a base de particulas
submicrénicas de polimero (PO) biodegradable, hidrosoluble seleccionado del grupo que consiste en
poliaminoacidos, polisacaridos, gelatinas o sus mezclas y portador de grupos hidréfobos (GH), estando asociadas
dichas particulas de manera no covalente con dicha interleucina y eventualmente dicho otro principio activo (PA),

caracterizada:

+ porque el medio dispersante de la suspension esta esencialmente constituido por agua,

¢ porque su concentracion en [PO] esta fijjada a un valor [PO]=0,9.C1 de manera que dicha formulacién
farmacéutica es apropiada para ser inyectada por via parenteral y formar a continuaciéon in vivo un depdsito
gelificado, representando C1 la concentracién de “gelificacion inducida” de las particulas de PO tal como se ha
medido en una prueba Gl tal como se describe en la descripcion, cuya formacion de depdsito gelificado:

0 es, por un lado, al menos en parte provocada por al menos una proteina fisiolégica presente in vivo,
0 Yy permitiendo, por otro lado, prolongar y controlar la duracién de liberacion de la leucina y eventualmente del PA
in vivo, mas alla de 24h después de la administracion,

¢ esliquida en las condiciones de inyeccion,
¢ y es asimismo liquida a la temperatura y/o al pH fisiolégicos, y/o en presencia:

de electrolito fisiolégico en concentracion fisioldgica,
*  y/o de al menos un tensoactivo.

2. Formulacién farmacéutica liquida para la liberacion prolongada de interleucina(s) y eventualmente de otros
principio(s) activo(s) -PA-, siendo esta formulacion:

0 liquida en atmosfera ambiente,
0 asimismo liquida a la temperatura y/o al pH fisiolégicos y/o en presencia:

de electrolito fisioldégico en concentracion fisiologica,
y/o de al menos un tensoactivo,

o0 y comprendiendo por lo menos una interleucina(s), eventualmente por lo menos otro principio activo (PA),
preferentemente en solucién acuosa, y una suspension coloidal, acuosa, de baja viscosidad, a base de
particulas submicrénicas de polimero PO biodegradable, hidrosoluble seleccionado del grupo que consiste en
poliaminoacidos, polisacaridos, gelatinas o sus mezclas y portador de grupos hidréfobos (GH), estando
asociadas dichas particulas de manera no covalente con dicha interleucina y eventualmente dicho principio
activo PA y estando el medio dispersante de la suspensién esencialmente constituido por agua,

caracterizada porque su concentracion en [PO] esta fijada en un valor suficientemente elevado para permitir la
formacion de depésito gelificado in vitro, en presencia por lo menos de una proteina, siendo dicha concentracion de
[PQO] tal que [PQO] = 0,9.C1, representando C1 la concentraciéon de “gelificacion inducida” de las particulas de PO tal
como se mide en una prueba Gl tal como se describe en la descripcion.

3. Formulacion, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque su concentracion en
[PO] es tal que:

m 20.C1 2 [PO] = C1,
m y mas preferentemente 10.C1 = [PO] = C1

4. Formulacion, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque los polimeros
modificados hidréfobos PO se seleccionan del grupo que comprende los polisacaridos escogidos del grupo de los
pululanos, quitosanos y mucopolisacaridos.

5. Formulacién, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque los grupos hidréfobos
(GH) se sittan lateralmente en la cadena.

6. Formulacién, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el polimero (PO) es un

poliaminoacido formado por unidades de acido aspartico y/o unidades de acido glutamico, siendo al menos una
parte de estas unidades portadora de injertos que comprenden al menos un grupo hidroéfobo (GH).
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7. Formulacion, segun la reivindicaciéon 6, caracterizada porque el (los) PO ha(n) sido definido(s) mediante la
férmula general (1) siguiente:

3
H o ~ COoR
,!, NHR'
R2

ps

[GH]~~

A

M

en la que:

R representa un H, un alquilo lineal en C2 a C10 o ramificado en C3 a C10, bencilo, una unidad de aminoacido
termlnal o-R* -[GHJ;

[ R representa un H, un grupo acilo lineal en C2 a C10 o ramificado en C3 a C10, un piroglutamato o - -R* -[GH];

m R® es un H o una entidad catiénica preferentemente seleccionada del grupo que comprende:

- los cationes metdlicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende: el sodio, el potasio, el calcio, el
magnesio,
- los cationes organicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende:

* los cationes a base de amina,

* los cationes a base de oligoamina,

* los cationes a base de poliaminas (siendo la polietilenimina particularmente preferida),

« los cationes a base de aminoacido(s) ventajosamente elegidos en la clase que comprende los cationes a base
de lisina o de arginina,

- 0 los poliaminoacidos cationicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende la polilisina o la
oligolisina;

s R’ representa una unién directa o un “separador” a base de 1 a 4 unidades de aminoacido;

m A representa independientemente un radical -CH»- (unidad de é&cido aspartico) o -CH»>-CH»- (unidad de acido
glutamico);

m n/(n+m) se define como la tasa de injerto molar y varia de 0,5 a 100% molar;

m n/(n+m) se ha definido como el indice de injerto molar y su valor es suficientemente bajo para que PO puesto en
suspension en agua de pH 7 y 25°C forme una suspension coloidal de particulas submicronicas de PO,
preferentemente n/(n+m) esta comprendido entre 1 a 25% molar y mejor todavia entre 1 y 15% molar;

m n + m varian de 10 a 1000, preferentemente entre 50 y 300;

m GH representa un grupo hidréfobo.

8. Formulacion, segun la reivindicacion 6, caracterizada porque el (o los) PO responde(n) a una de las formulas
generales (I1), () y (1V) siguientes:

3.

coon
[GH]\R4J\f /l\",]/ ’f‘n/l\‘}/“\"" (GH]
1)
R* cocm
ﬁrurik Lty
(I
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coor”

T { I
[GH] ,],,J\ [GH)
\R" ’/N‘h’)\?‘ - R &
av) °c *H

en las que:

m GH representa un grupo hidréfobo;
= R¥ es un grupo alquilo lineal en C2 a C6;
m R es un H o una entidad catiénica, preferentemente seleccionada del grupo que comprende:

- cationes metdlicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende: sodio, potasio, calcio, magnesio,
- cationes organicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende:

. cationes a base de amina,

e  cationes a base de oligoamina,

e cationes a base de poliamina (siendo la polietilenimina particularmente preferida),

e cationes a base de aminoéacido(s) ventajosamente elegidos en la clase que comprende los cationes a base de
lisina o de arginina,

- 0 los poliaminoacidos cationicos ventajosamente elegidos del subgrupo que comprende la polilisina o la
oligolisina;

m R*® es un grupo alquilo, dialcoxi o diamina en C2 a C6;

s R’ representa una unién directa o un “separador” a base de 1 a 4 unidades de aminoacido;

m A representa independientemente un radical —CH»- (unidad de acido aspartico) o —CH»-CH»- (unidad de acido
glutamico);

m N’ +m’ on”se ha definido como el grado de polimerizacion y varia de 10 a 1000, preferentemente entre 50 y 300.

9. Formulacion, segun la reivindicaciéon 7 u 8, caracterizada porque los n grupos GH del PO representan cada uno
independientemente entre si un radical monovalente de formula siguiente:

l'li O
N 6
=t \HL}:\R
Rs

(GH)

en la que:

- R representa metilo (alanina), isopropilo (valina), isobutilo (leucina), secbutilo (isoleucina), bencilo (fenilalanina);
- R® representa un radical hidr6fobo que comprende de 6 a 30 atomos de carbono;
- lvariadeOaé.

10. Formulacion, segun la reivindicacion 9, caracterizada porque todo o parte de los radicales hidréfobos R® de los
PO se eligen de manera independiente del grupo de radicales que comprende:

m un alcoxi lineal o ramificado que comprende de 6 a 30 atomos de carbono y que puede comprender al menos un
heteroatomo (preferentemente O y/o N y/o S) y/o al menos una insaturacion,

m un alcoxi que comprende de 6 a 30 atomos de carbono y que tiene uno o mas carbociclos anulares y que contiene
eventualmente al menos una insaturacién y/o al menos un heteroatomo (preferentemente O y/o N y/o S),

m un alcoxiarilo o un ariloxialquilo de 7 a 30 atomos de carbono y que puede comprender al menos una insaturacion
y/o al menos un heteroatomo (preferentemente O y/o N y/o S).

11. Formulacion, segun la reivindicacion 9 6 10, caracterizada porque el radical hidréfobo R® del injerto del PO

procede de un precursor alcoholico elegido del grupo que comprende: el octanol, el dodecanol, el tetradecanal, el
hexadecanol, el octadecanol, el oleilalcohol, el tocoferol o el colesterol.
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12. Formulacién, segun la reivindicacion 6, caracterizada porque el PO esta constituido por un homopolimero de
alfa-L-glutamato o de acido alfa-L-glutamico.

13. Formulacién, segun la reivindicacion 6, caracterizada porque el PO esta constituido por un homopolimero de
alfa-L-aspartato o de acido alfa-L-aspartico.

14. Formulacién, segun la reivindicaciéon 6, caracterizada porque el PO esta constituido por un copolimero de
alfa-L-aspartato/alfa-L-glutamato o de acido alfa-L-aspartico/alfa-L-glutamico.

15. Formulacién, segun la reivindicacion 14, caracterizada porque en el PO la distribucion de las unidades de acido
aspartico y/o de acido glutamico portadoras de injertos que comprenden al menos un motivo GH es tal que el
polimero asi constituido es aleatorio, o bien de tipo bloque o bien de tipo multibloque.

16. Formulacion, segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la masa molar del PO se sitia entre 2000 y
100.000 g/mol, y preferentemente entre 5000 y 40.000 g/mol.

17. Formulacién, segun las reivindicaciones 7 y 9, caracterizada porque el radical hidréfobo R® del injerto de PO
procede de un precursor alcohdlico formado por el tocoferol y porque :

¢ 1% < [n/(n+m)]x 100 < 10%
+ preferentemente 3,5% < [n/(n+m)]x 100 < 7,5%
¢ n+mvaria de 100 a 400, preferentemente de 120 a 300.

18. Formulacion, segun las reivindicaciones 7 y 9, caracterizada porque el radical hidréfobo R® del injerto de PO
precede de un precursor alcohdlico formado por colesterol:

¢ 1% < [n/(n+m)]x 100 < 10%
+ preferentemente 3,5% < [n/(n+m)]x 100 < 6,5%
+ n + m varia de 100 a 400, preferentemente de 120 a 300.

19. Formulacién, segun la reivindicacién 17 6 18, caracterizada porque la concentracién de polimero [PO] esta
comprendida entre 15 y 50 mg/ml.

20. Formulacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, caracterizada porque su viscosidad a 20 °C es
inferior o igual a 5 Pa.s.

21. Formulacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, caracterizada porque su fraccion masica en
interleucina(s) no asociada(s) a las particulas submicrénicas [interleucina(s) no asociada(s)] en % en peso es tal
que:

0 [interleucina(s) no asociada(s)] < 1
o preferentemente [interleucina(s) no asociada(s)] < 0,5.
0 y mas preferentemente [interleucina(s) no asociada(s)] < 0,1.

22. Formulacién, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, caracterizada porque la interleucina es
interleucina 2.

23. Formulacioén, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, caracterizada porque el (o los) principio(s)
activo(s) suplementario(s) distinto de la (o las) interleucina(s) es una proteina, una glicoproteina, una proteina unida
a una o varias cadenas de polialquilenglicol [preferentemente polietilenglicol (PEG): “proteina-PEGilada”], un
polisacarido, un liposacarido, un oligonucleétido, un polinucleétido o un péptido, siendo seleccionado(s) este (o
estos) principio(s) activo(s) suplementario(s) preferentemente entre las hemoglobinas, citocromas, albiminas,
interferones, citocinas, antigenos, anticuerpos, eritropoyetina, insulina, hormonas de crecimiento, factores VIl y IX,
factores estimulantes de la hematopoyesis 0 sus mezclas.

24. Formulacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-23, caracterizada porque es inyectable por via
parenteral, subcutanea, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o en un tumor.

25. Formulacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-24, caracterizada porque se destina a la preparacion
de medicamentos, en particular para la administracién parenteral, subcutanea, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, intracerebral o en un tumor, incluso por via oral, nasal, vaginal u ocular.

26. Procedimiento de preparacion de medicamentos, en particular para la administracion parenteral, subcutanea,

intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o en un tumor, incluso por via oral, nasal, vaginal u ocular,
caracterizado porque consiste esencialmente en realizar al menos una formulacién, segun cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 25.

27. Producto derivado, caracterizado porque comprende unas particulas submicronicas, formadas por
asociaciones no covalentes PO/PA tales como se han definido en la reivindicacion 1, y porque se obtiene a partir de
la formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.

28. Producto derivado, segun la reivindicacion 27, caracterizado porque esta constituido por un polvo o por un gel.

29. Procedimiento de preparacion de la formulacién, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, caracterizado
porque consiste esencialmente:

¢ en realizar una suspension coloidal de nanoparticulas de al menos un PO,

¢ en mezclar esta suspension coloidal de nanoparticulas de PO con al menos una interleucina (y uno o varios otros
principios activos eventuales), preferentemente en solucién acuosa,

+ en afiadir eventualmente al menos un excipiente,

4 si es necesario, en ajustar el pH y/o la osmolaridad, y

+ eventualmente, en filtrar la suspension asi obtenida.

30. Procedimiento, segun la reivindicacion 29, caracterizado porque el (o los) PA esta(n) en forma de suspension o
de solucién acuosa para la mezcla con la suspension coloidal de nanoparticulas de PO.

31. Procedimiento de preparacion de la formulacién, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, caracterizado
porque consiste esencialmente:

¢ en realizar un polvo de nanoparticulas de al menos un polimero PO,

¢ en mezclar este polvo con una suspension o solucién acuosa de al menos una interleucina (y uno o varios otros
principios activos eventuales), preferentemente en solucién acuosa,

+ en afadir eventualmente al menos un excipiente,

4 si es necesario, en ajustar el pH y/o la osmolaridad, y

eventualmente, en filtrar la suspension asi obtenida.

32. Procedimiento de preparacion de la formulacién, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, caracterizado
porgue consiste esencialmente:

¢ en realizar un polvo procedente del secado de la formulacién liquida, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
25,

+ en mezclar este polvo con un medio liquido acuoso, preferentemente bajo agitacion,

+ en afiadir eventualmente al menos un excipiente,

4 si es necesario, en ajustar el pH y/o la osmolaridad, y

+ eventualmente, en filtrar la suspension asi obtenida

33. Procedimiento de preparacion de un polvo derivado de la formulacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 25, caracterizado porque dicho polvo se obtiene mediante secado de la formulacién, segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25.
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