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DESCRIPCION
Revestimientos de pelicula basados en polimero: almiddn insolubles en agua para la liberacion dirigida en el colon

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una forma de dosificacion para el suministro controlado de ingrediente o
ingredientes activos. La presente invencién se refiere también al uso y método para producir la misma.

Antecedentes de la invencién

La liberacion dirigida en el colon puede ser de gran ayuda para muchas terapias con farmacos, incluido el
tratamiento de enfermedades inflamatorias del intestino tales como la enfermedad de Crohn (CD - siglas en inglés) y
colitis ulcerosa (UC — siglas en inglés).

Si un farmaco de accién local se administra por via oral utilizando una forma de dosificacion farmacéutica
convencional, esta ultima se disuelve rapidamente en el contenido del estdbmago, el farmaco se libera y es probable
que sea absorbido en el torrente sanguineo. Esto conduce a concentraciones de farmaco sistémicas elevadas y, asi,
a un riesgo incrementado de efectos secundarios indeseados y, al mismo tiempo, a bajas concentraciones de
farmaco en el lugar de accion en el colon, dando como resultado una eficacia terapéutica deficiente. Estas
limitaciones pueden superarse si se suprime la liberacion de farmaco en el estdmago y en el intestino delgado y, de
forma controlada en el tiempo, en el colon. Este tipo de suministro al colon de farmacos especifico para el lugar
también podria ofrecer una oportunidad interesante para que farmacos proteicos y peptidicos sean absorbidos en la
circulacion sistémica tras la administracién por via oral.

Para permitir la liberacion dirigida en el colon, el farmaco puede ser embebido, por ejemplo, dentro de un formador
de la matriz polimérico o puede ser comprimidos o nédulos cargados con farmaco tales como perlas esféricas, de
aproximadamente 0,5-1 mm de diametro, o puede ser revestido con una pelicula polimérica. En el tracto
gastrointestinal (GIT — siglas en inglés) superior, la permeabilidad de las redes poliméricas para el farmaco deberia
ser baja, mientras que las barreras macromoleculares deben volverse permeables una vez que se alcanza el colon.
Este aumento en la permeabilidad a farmacos de las redes poliméricas en el sitio de accién podria ser inducido
mediante: (i) un cambio en el pH del contenido del GIT, (ii) un cambio en la calidad y/o cantidad de enzimas a lo
largo del GIT, o (iii) cambios estructurales significativos dentro de la forma de dosificacion que se produce después
de un tiempo de retardo predeterminado (p. ej. formacién de fisuras en revestimientos de pelicula muy poco
permeables que proporcionan modelos pulsatiles de liberacion de farmacos). Alternativamente, la liberacion del
farmaco ya se podria iniciar en el estbmago y continuar a lo largo del GIT a una velocidad que sea lo suficientemente
baja como para asegurar que el farmaco siga estando dentro de la forma de dosificacion una vez que se alcanza el
colon.

Un intento para resolver el problema de la liberacion dirigida en el colon se describe en el documento
US2005220861A, el cual se refiere a una formulacién de liberacion controlada para suministrar metasulfobenzoato
sédico de prednisolona. La formulacion comprende metasulfobenzoato sédico de prednisolona rodeada por un
revestimiento que comprende amilosa vitrea, etilcelulosa y sebacato de dibutilo, en donde la relacion de amilosa a
etilcelulosa es de (1:3,5) a (1:4,5), y en donde la amilosa es amilosa de cereal o maiz. En contraposicion con la
solicitud de patente americana numero US2005220861, el sistema descrito en la presente invencion esta adaptado al
estado patoldgico de pacientes. Este es un aspecto muy crucial, ya que para permitir la liberacion dirigida en el
colon, la forma de dosificacion debe convertirse en mas permeable para el farmaco una vez que se ha alcanzado el
colon. Esto se puede asegurar, por ejemplo, mediante una degradacion preferencial de un compuesto que impide
una liberacion rapida del farmaco en el tracto gastrointestinal superior. Esta degradacién especifica para el sitio
puede basarse en diferencias significativas en la calidad y cantidad de enzimas presentes en el tracto gastrointestinal
superior frente al colon. El compuesto no deberia ser degradado en el tracto gastrointestinal superior (e impedir la
liberacion de farmacos), sino que deberia ser degradado en el colon (y, asi, permitir la liberacion de farmacos). El
comportamiento de este tipo de sistemas avanzados de suministro de farmacos depende fundamentalmente de las
condiciones medioambientales en el colon de los pacientes, en particular de los tipos y concentraciones de las
enzimas presentes en el colon. Es bien conocido y se ha documentado bien en la bibliografia que el estado
patolégico puede verse afectado significativamente por la calidad y cantidad de la microflora secretora de enzimas en
el tracto gastrointestinal. Esto es particularmente cierto para la microflora en el colon de pacientes que padecen
enfermedades inflamatorias del intestino: asi, la calidad y cantidad de enzimas presentes en el colon de un paciente
pueden variar significativamente de las de un sujeto sano. Por consiguiente, el comportamiento de este tipo de
sistemas de suministro de farmacos puede verse significativamente afectado por el estado patoldgico. Fracasan
sistemas que se basan en la degradacion preferencial por parte de enzimas que no estan presentes en
concentraciones suficientes en el estado patologico en el colon del paciente. La presente invencion resefia, por vez
primera, formas de dosificacién que permiten el suministro controlado de ingrediente activo bajo condiciones
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patofisioldgicas: en heces de pacientes que padecen enfermedades inflamatorias del intestino. Asi, el
comportamiento de estas formas de dosificacion se asegura bajo las condiciones patofisiolégicas dadas in vivo. Esto
es decisivo para el éxito y la seguridad del tratamiento.

El documento US6534549 se refiere a un método para producir una composicion de liberacién controlada que
comprende una mezcla de un polimero formador de pelicula sustancialmente insoluble en agua y amilosa en un
sistema disolvente que comprende (1) agua y (2) un disolvente organico miscible con agua que por si mismo es
capaz de disolver el polimero formador de pelicula, se pone en contacto con un material activo y se seca la
composicion resultante. La composicion es particularmente adecuada para suministrar agentes terapéuticos al colon.
En contraposicion con la presente invencién, esa descripcion acomete sistemas de suministro de farmacos
preparados utilizando un disolvente organico. Este no es el caso en la presente invencion. El uso de disolventes
organicos implica varias preocupaciones, incluidas la toxicidad y aspectos medioambientales, asi como peligros de
explosion. Ademas de ello, el uso de amilosa implica la extraccion de este polimero y su estabilizacion. La amilosa
se extrae del almidén después de una etapa de hidrdlisis y de una etapa de purificacion. Este proceso es complejo y
es utilizable con dificultad a un nivel industrial. Esta formulacidon no tiene en cuenta la cinética de liberacion del
farmaco para pacientes que padecen enfermedades inflamatorias del intestino. Se ha de sefalar que los tipos y
cantidades de bacterias presentes en el colon de pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino pueden diferir
significativamente de los de sujetos sanos. Asi, los tipos y cantidades de enzimas secretadas por estas bacterias y
que estan en contacto con el sistema de suministro de farmacos pueden diferir significativamente. Por consiguiente,
el comportamiento del sistema de suministro de farmacos puede diferir significativamente.

Sumario de la invencion

Un objeto de la presente invencién consiste en proporcionar una forma de dosificacion de suministro para controlar la
velocidad y el grado de suministro de un ingrediente activo, por ejemplo, sin limitacion, un ingrediente farmacéutico
activo, ingredientes activos bioldgicos, quimicos, nutracéuticos, agricolas o nutricionales.

Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar nuevos revestimientos de pelicula poliméricos que
permitan la liberacion dirigida en el colon del farmaco, especifica para el sitio, y que puedan utilizarse para pacientes
que padecen enfermedades inflamatorias del intestino asi como para pacientes con un colon sano.

Un objeto adicional de la presente invencion consiste en proporcionar nuevos revestimientos de pelicula poliméricos
que tengan una estabilidad mecanica suficiente para resistir el esfuerzo de cizalla cuando se exponen al GIT superior
(debido a la movilidad gastrointestinal) y a resistir la presion hidrostatica potencialmente significativa desarrollada
dentro de las formas de dosificacion debido a la penetracion de agua en los sistemas tras el contacto con medios
acuosos. De hecho, con revestimientos polimeros conocidos, el problema de la formaciéon de una fisura accidental
puede dar como resultado una liberacién prematura del farmaco a través de canales llenos de agua.

Un objeto adicional de la presente invencion consiste en proporcionar nuevos revestimientos de pelicula poliméricos
ajustables a las necesidades especificas de un tipo particular de tratamiento con farmacos, p. e€j. la actividad
osmotica del farmaco y la dosis administrada.

La presente invencién proporciona una forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada para la liberacion
controlada de un ingrediente activo, que comprende un ingrediente activo revestido en una mezcla polimérica de:

o al menos un polimero insoluble en agua y

o una composicion de almidén que comprende al menos un componente seleccionado del grupo que
consiste en un almidon que tiene un contenido en amilosa de entre 20 y 45%, preferiblemente de entre 25 y
44% vy, mas preferiblemente todavia, de entre 30 y 40%, teniendo un almidén modificado un contenido en
amilosa de entre 50 y 80% y un almidon de legumbres.

Preferiblemente, la forma de dosificacion de liberacién controlada es una formulacién oral y tiene una resistencia
gastrica. En una realizacion preferida, la forma de dosificacion farmacéutica de liberacion controlada se encuentra en
una forma sélida, liquida o semi-liquida. De manera ventajosa, la forma de dosificacion farmacéutica de liberacion
controlada es una dispersiéon solida. De acuerdo con la invencidn, la mezcla polimérica es una mezcla intima del
polimero insoluble en agua y la composicion de almidon, no formando dicho almidén componentes en particulas en
el polimero insoluble en agua.

En una realizacion de la presente invencién, la mezcla polimérica de la forma de dosificacion de suministro de
liberacion controlada es una mezcla de revestimiento, comprendiendo la forma de dosificacién de suministro de
liberacion controlada un nucleo, estando el ingrediente activo dispersado o disuelto en el nucleo y/o en la mezcla del
revestimiento.
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En una realizacién adicional de la presente invencion, la relaciéon composicion de almidén:polimero insoluble en agua
en la forma de dosificacion de suministro de liberacidon controlada oscila entre 1:2 y 1:8, preferiblemente entre 1:3 y
1:6 y, mas preferiblemente, entre 1:4 y 1:5.

Preferiblemente, la composicion de almidon tiene un contenido en almidén de al menos 50%, preferiblemente de
entre 70 y 100%, més preferiblemente de 70 a 100%, todavia mas preferiblemente entre 90 y 100%.

Tipicamente, la composicion de almidon exhibe un contenido en amilosa de entre 20 y 45%, preferiblemente un
contenido en amilosa de entre 25 y 44%, mas preferiblemente de entre 32 y 40%, expresandose este porcentaje en
peso seco con respecto al peso seco de almidon presente en dicha composicion.

En una realizacion adicional de la invencién, la composicién de almidén comprende al menos un almidén de
legumbres o cereales.

Preferiblemente, la legumbre se selecciona del grupo que consiste en guisantes, habas, haba ancha y haba equina.

De acuerdo con otra forma alternativa ventajosa, la legumbre es una planta, por ejemplo una variedad de guisante o
de haba equina, que proporciona semillas que comprenden al menos 25%, preferiblemente al menos 40% en peso
de almiddn (seco/seco). Preferiblemente, el almidon de legumbre es un almidon de legumbre granular.

Ventajosamente, la legumbre es guisantes. Granulos de almidén de guisantes tienen dos particularidades. La
primera es un gran diametro del granulo, mayor que, por ejemplo, los granulos de almidén de maiz, que mejora la
superficie especifica del granulo y, asi, contacta con el agua y las enzimas de la microflora en el colon. Ademas,
granulos de almidén de guisantes tienen una elevada capacidad de expansion que mejora su superficie especifica y,
asi, la capacidad de digestion de los granulos y, por consiguiente, la liberacion de ingrediente activo en el colon.

De acuerdo con otra alternativa ventajosa, el almidon de legumbre es un almidon de legumbre nativa.

Ventajosamente, el contenido en almidén de la composicion de almidon es mayor que 90% (seco/seco). En
particular, puede ser mayor que 95%, preferiblemente mayor que 98%.

De acuerdo con la invencién, el almidén modificado esta preferiblemente estabilizado. De hecho, de acuerdo con una
realizacion preferida de la invencion, los tratamientos quimicos, que son particularmente bien adecuados para la
preparacién de una composicién formadora de pelicula, son los tratamientos “estabilizantes”. Modificaciones de la
estabilizacion comunes se pueden conseguir esterificando o eterificando alguno de los grupos hidroxilo a lo largo de
la cadena del almidén. Preferiblemente, dicho almidén modificado esta hidroxipropllado y/o acetilado; siendo posible
que estos tratamientos estén opcionalmente suplementados mediante una fluidizacion que es un tratamiento de
hidrélisis quimica o enzimatica. Preferiblemente, dicho almidén modificado es tratado por fluidizacion, por ejemplo
mediante tratamiento con acidos. La composicion del almidon de acuerdo con la invencion comprende, asi,
ventajosamente al menos un almidon estabilizado y, preferiblemente, un almidon hidroxipropilado que exhibe un
grado de sustitucion (DS — siglas en inglés) de a lo sumo 0,2. El término “DS” se entiende que significa, en la
presente invencion, el nimero medio de grupos hidroxipropilo por cada 10 unidades de anhidroglucosa. Este numero
medio se determina por los métodos analiticos convencionales bien conocidos por una persona experta en la
técnica.

En una realizacion adicional de la invencién, la composicion de almidon puede comprender, adicionalmente, al
menos un polisacérido indigerible, seleccionado del grupo que consiste en xilo-oligosacaridos, inulina, oligofructosas,
fructo-oligosacaridos (FOS), lactulosa, galactomanano e hidrolizados adecuados de los mismos, polidextrosa
indigerible, dextrina indigerible e hidrolizados parciales de los mismos, trans-galacto-oligosacaridos (GOS), xilo-
oligosacaridos (XOS), acemanano, lentinano o beta-glucano e hidrolizados parciales de los mismos, polisacaridos-K
(PSK), y maltodextrina indigerible e hidrolizados parciales de la misma, preferiblemente una dextrina indigerible o
una maltodextrina indigerible.

De acuerdo con la invencién, una maltodextrina indigerible o dextrina indigerible con entre 15 y 35% de enlaces 1 —
6 glucosido, un contenido en azucar reductor de menos de 20%, un indice de polimolecularidad menor que 5 y una
masa molecular media numérica Mn de a lo sumo igual a 4500 g/mol.

De acuerdo con una variante, la totalidad o algunas de dichas maltodextrinas indigeribles estan hidrogenadas.
De acuerdo con una variante, el nucleo tiene un nivel de revestimiento de 5% a 30%, preferiblemente de 10% a 20%.

En una realizacién adicional, la mezcla polimérica comprende un plastificante. Preferiblemente, el contenido en
plastificante oscila entre 25% y 30% p/p, referido al contenido en polimero insoluble en agua.

Preferiblemente, el polimero insoluble en agua se selecciona del grupo que consiste en etilcelulosa, derivados de
4
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celulosa, polimeros de ésteres acrilicos y/o metacrilicos, polimeros o copolimeros de acrilato o metacrilato,
poli(ésteres vinilicos), derivados de almiddn poli(acetatos de vinilo), ésteres de acido poliacrilico, copolimeros de
butadieno-estireno, copolimeros de metacrilato-éster, acetato-ftalato de celulosa, poli(acetato-ftalato de vinilo), goma
laca, copolimeros de acido metacrilico, acetato-trimelitato de celulosa, ftalato de hidroxipropil-metilcelulosa, zeina,
acetato de almidon.

De acuerdo con una realizacién adicional, el plastificante es un plastificante soluble en agua. Preferiblemente, el
plastificante soluble en agua se selecciona del grupo que consiste en polioles (glicerol, propilenglicol,
polietilenglicoles), ésteres organicos (ésteres de ftalato, sebacato de dibutilo, ésteres de citrato, triacetina),
aceites/glicéridos (aceite de ricino, monoglicéridos acetilados, aceite de coco fraccionado), lecitina de soja sola o en
forma de una mezcla de uno con otro.

En una realizaciéon preferida, la forma de dosificacion de suministro de liberaciéon controlada es una forma de
dosificacion multiparticulada.

La presente invencion proporciona también un método para preparar una forma de dosificaciéon de suministro de
liberacion controlada para la liberacion controlada del ingrediente activo en el colon de pacientes con un desequilibrio
en la microflora del colon o en el colon de sujetos sanos, segun se reivindica en las reivindicaciones 1 a 12,
comprendiendo dicho método:

O formar una mezcla polimérica de:
e al menos un polimero insoluble en agua y
e una composiciéon de almidén que comprende al menos un

componente seleccionado del grupo que consiste en un almidén que tiene un contenido en
amilosa de entre 20 y 45%, preferiblemente de entre 25 y 44% y, mas preferiblemente todavia, de
entre 30 y 40%, teniendo un almidén modificado un contenido en amilosa de entre 50 y 80% y un
almidén de legumbres,

O revestir dicho ingrediente activo en la mezcla polimérica.

En una realizacién adicional, la etapa de revestir el ingrediente activo es una etapa de revestimiento de un nucleo,
estando el ingrediente activo dispersado o disuelto en el nucleo, y/o la etapa de revestimiento del ingrediente activo
es una etapa de dispersar o disolver el ingrediente activo en la mezcla polimérica.

Las condiciones en el tracto gastrointestinal de pacientes que padecen enfermedades inflamatorias del intestino (p.
ej. enfermedades de Crohn y colitis ulcerosa) pueden diferir significativamente de aquellas en un sujeto sano. La
variabilidad intra- e inter-individual puede ser sustancial con respecto al pH del contenido del GIT, tipos y
concentraciones de bacterias secretoras de enzimas, asi como los tiempos de transito dentro de los diversos
segmentos del GIT. Por ejemplo, cantidades considerables de bifidobacterias estan generalmente presentes en el
colon de sujetos sanos y son capaces de degradar polisacaridos complejos debido a multiples glucosidasas
extracelulares. Sin embargo, en el estado patoldgico su concentracién puede verse significativamente reducida. Por
ejemplo, se demostré que la actividad de la glucosidasa fecal (especialmente la de (3-D-galactosidasa) disminuye en
pacientes que padecen enfermedades de Crohn, y que la actividad metabdlica de la flora del colon se ve fuertemente
perturbada en el estado activo de la enfermedad. Asi, el impacto de la patofisiologia puede ser crucial y puede
conducir al fracaso del tratamiento con farmacos.

Para evitar fracasos en el tratamiento para pacientes que padecen enfermedades del intestino inflamatorio, el
sistema de suministro de farmacos especifico para el sitio debe adaptarse a las condiciones dadas en el colon del
paciente. Por ejemplo, se podrian utilizar revestimientos de pelicula poliméricos que son degradados por enzimas,
que estan presentes en cantidades suficientes en las heces de pacientes con enfermedad de Crohn y colitis
ulcerosa. Sin embargo, sigue sin estar claro qué tipo o tipos de polimeros cumplen estos requisitos previos.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1: Contenido en agua de peliculas delgadas que consisten en diferentes tipos de mezclas de polimeros
(indicados en las figuras) tras exposiciéon a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampon fosfato pH 6,8. Por motivos de
comparacion se muestran peliculas que consisten solamente en etilcelulosa plastificada.

Fig. 2: Masa seca de peliculas delgadas que consisten en diferentes tipos de mezclas de polimeros
(indicados en las figuras) tras exposiciéon a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampodn fosfato pH 6,8. Por motivos de
comparacion se muestran peliculas que consisten solamente en etilcelulosa plastificada.
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Fig. 3: Contenido en agua y masa seca de peliculas delgadas que consisten en maltodextrina ramificada o
almidén de guisantes mezclado con etilcelulosa tras exposicion a tampoén fosfato pH 6,8 que contiene o no
pancreatina o extracto procedente del intestino de rata.

Fig. 4: Contenido en agua y masa seca de peliculas delgadas que consisten en diferentes tipos de
polisacaridos mezclados con etilcelulosa tras exposicion a medio de cultivo, medio de cultivo inoculado con
heces de sujetos sanos y medio de cultivo inoculado con heces pacientes con enfermedad de Crohn (CD) y
colitis ulcerosa (UC) (tal como se indica en las figuras). Por motivos de comparacion se muestran peliculas
que consisten solamente en etilcelulosa plastificada.

Fig. 5: Imagenes de la microflora desarrollada tras incubacion de peliculas poliméricas delgadas de
diferente composicién (indicada en la figura) con muestras fecales de pacientes con enfermedad
inflamatoria del intestino.

Fig. 6: Absorcion de agua y pérdida de masa seca de peliculas delgadas que consisten en mezclas de PS
HP-PG:etilcelulosa tras exposicion a HCI 0,1 M y tampén fosfato pH 6,8, respectivamente. En las figuras se
indica la relacion de la mezcla de polimeros. Por motivos de comparacién, también se muestra el
comportamiento de peliculas de etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 7: Cambios en la energia a la rotura de peliculas delgadas de PS HP-PG: etilcelulosa tras exposicion a:
(a) HCI 0,1 M y (b) tampdn fosfato pH 6,8. La relacion de la mezcla de polimeros se indica en las figuras.
Por motivos de comparacion, también se muestran los resultados obtenidos con peliculas de etilcelulosa
pura (plastificada).

Fig. 8: Absorcion de agua y pérdida de masa seca de peliculas delgadas que consisten en mezclas de
EURYLON® 7 A-PG:etilcelulosa tras exposicion a HCI 0,1 M y tampdn fosfato pH 6,8, respectivamente. En
las figuras se indica la relacion de la mezcla de polimeros. Por motivos de comparacién, también se
muestra el comportamiento de peliculas de etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 9: Cambios en la energia a la rotura de peliculas delgadas de EURYLON® 7 A-PG:etilcelulosa tras
exposicion a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampodn fosfato pH 6,8. La relacion de la mezcla de polimeros se indica en
las figuras. Por motivos de comparacion, también se muestran los resultados obtenidos con peliculas de
etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 10: Absorcion de agua y pérdida de masa seca de peliculas delgadas que consisten en mezclas de
EURYLON® 6 A-PG:etilcelulosa tras exposicion a HCI 0,1 M y tampdn fosfato pH 6,8, respectivamente. En
las figuras se indica la relacion de la mezcla de polimeros. Por motivos de comparacion, también se
muestra el comportamiento de peliculas de etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 11: Cambios en la energia a la rotura de peliculas delgadas de EURYLON® 6 A-PG:etilcelulosa tras
exposicion a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampdn fosfato pH 6,8. La relaciéon de la mezcla de polimeros se indica en
las figuras. Por motivos de comparacion, también se muestran los resultados obtenidos con peliculas de
etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 12: Absorcion de agua y pérdida de masa seca de peliculas delgadas que consisten en mezclas de
EURYLON® 6 HP-PG:etilcelulosa tras exposicion a HCI 0,1 M y tampén fosfato pH 6,8, respectivamente.
En las figuras se indica la relaciéon de la mezcla de polimeros. Por motivos de comparacion, también se
muestra el comportamiento de peliculas de etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 13: Cambios en la energia a la rotura de peliculas delgadas de EURYLON® 6 HP-PG:etilcelulosa tras
exposicion a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampdn fosfato pH 6,8. La relacion de la mezcla de polimeros se indica en
las figuras. Por motivos de comparacion, también se muestran los resultados obtenidos con peliculas de
etilcelulosa pura (plastificada).

Fig. 14: Cinética de absorcion de agua de peliculas delgadas de almidon de guisantes:etilcelulosa tras
exposicion a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampédn fosfato pH 6,8. En los diagramas se indica la relacion de la mezcla
de polimero:polimero (p:p).

Fig. 15: Cinética de la pérdida de masa seca de peliculas delgadas de almidéon de guisantes:etilcelulosa tras
exposicion a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampodn fosfato pH 6,8. En los diagramas se indica la relacién de la mezcla
de polimero:polimero (p:p).

Fig. 16: Propiedades mecanicas de peliculas delgadas de almidon de guisantes:etilcelulosa en estado seco:
(a) resistencia por puncion a la rotura, (b) % de alargamiento a la rotura y (c) energia a la rotura. En el eje x
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se indica la relaciéon de mezcla polimero:polimero (p:p).

Fig. 17: Cambios en la energia a la rotura de peliculas delgadas de almidén de guisantes:etilcelulosa tras
exposicion a: (a) HCI 0,1 M (durante 2 h), o (b) tampédn fosfato pH 6,8 (durante 8 h) a 37°C. En los
diagramas se indica la relacion de mezcla polimero:polimero (p:p).

Fig. 18: Liberacion de farmaco a partir de granulos revestidos con almiddn de guisantes:etilcelulosa 1:2 bajo
condiciones que simulan el transito a través del tracto gastrointestinal superior: 2 h de exposicion a HCI 0,1
M, seguido de 9 h de exposicion a tampdn fosfato pH 6,8. En el diagrama se indica el nivel de revestimiento
asi como la ausencia (curvas de trazo continuo) y presencia (curvas de trazo discontinuo) de enzimas
(pepsina al 0,32% a pH bajo, pancreatina al 1% a pH neutro).

Fig. 19: Efectos de la relacion de mezcla almidén de guisantes:etilcelulosa (p:p) y nivel de revestimiento
(indicado en los diagramas) sobre la liberacion de farmaco a partir de granulos revestidos bajo condiciones
que simulan el transito a través del tracto gastrointestinal superior: 2 h de exposiciéon a HCI 0,1 M, seguido
de 9 h de exposicion a tampon fosfato pH 6,8. Las curvas de trazos continuos/trazos discontinuos indican la
ausencia/presencia de enzimas (pepsina al 0,32% a pH bajo, pancreatina al 1% a pH neutro).

Fig. 10: Liberacion de farmaco a partir de granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa 1:4 a un
nivel de revestimiento de 15 6 20% (segun se indica) bajo condiciones que simulan el transito a través de
todo el tracto gastrointestinal: 2 h de exposiciéon a HCI 0,1 M, seguido de 9 h de exposicion a tampén fosfato
pH 6,8, seguido de 10 h de exposicion a: (a) medio de cultivo inoculado con muestras fecales recientes
procedentes de pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino, o (b) medio de cultivo inoculado con
Bifidobacterium. Por motivos de comparacion, también se muestra en (a) (curvas de trazos discontinuos) la
liberacion de farmaco tras exposiciéon al medio de cultivo exento de muestras fecales.

Fig. 21: Estabilidad al almacenamiento de granulos revestidos con almidon de guisantes:etilcelulosa 1:4 al
10, 15 y 20%. Liberacién de farmaco en HCI 0,1 M (durante 2 h) y tampén fosfato a pH 6,8 (durante 9 h)
antes (curvas de trazos continuos) y después de 1 afo de almacenamiento al aire libre (curvas de trazos
discontinuos).

Fig. 22: Aspecto macroscopico del colon de ratas que reciben: (A) vehiculo sélo por via intrarrectal (grupo
testigo negativo), (B) TNBS por via intrarrectal (grupo testigo positivo), (C) TNBS por via intrarrectal y
granulos revestidos con BMD:EC por via oral, o (D) TNBS por via intrarrectal y granulos de Pentasa® por
via oral. TNBS/el vehiculo solo fue administrado por via intrarrectal el dia 3. La dosis administrada por via
oral 5-ASA era de 150 mg/kg/dia.

Fig. 23: Puntuaciones Ameho de ratas, que reciben: (i) TNBS por via intrarrectal, (ii) TNBS por via
intrarrectal y granulos de Asacol® por via oral, (iii) TNBS por via intrarrectal y granulos de Pentasa® por via
oral, (iv) TNBS por via intrarrectal y granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa por via oral,
(v) TNBS por via intrarrectal y granulos revestidos con BMD:etilcelulosa por via oral. TNBS fue administrado
por via intrarrectal el dia 3. La dosis administrada por via oral de 5-ASA era 150 mg/kg/dia.

Fig. 24: Secciones histologicas representativas (seccion transparietal normal, x 200) de tejidos de colon de
ratas. Se indican las diferentes capas: M —mucosa; SM — submucosa; Mu — capa muscular.

Tabla 1: Concentraciones de bacterias [log CFU/g] en las muestras fecales investigadas de sujetos sanos y
pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino.

Tabla 2: Efectos del tipo de polisacarido mezclado con etilcelulosa y la relacion de mezcla polisacarido:etilcelulosa
sobre las propiedades mecanicas de peliculas delgadas en estado seco a la temperatura ambiente.

Tabla 3: Medios de disolucién utilizados para simular el incremento gradual en el pH a lo largo del GIT.
Descripcion detallada de la invencion

Al describir y reivindicar la presente invencion se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones
segun se recogen en esta memoria.

» o«

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “ingrediente activo”, “farmaco” o “ingrediente farmacolégicamente

activo” o cualquier otro término o expresion similar significa cualquier material o compuesto quimico o bioldgico

adecuado para la administracion por los métodos previamente conocidos en la técnica, y/o por los métodos

ensefiados en la presente invencion, que induce un efecto biolégico o farmacoldgico deseado, que puede incluir,

pero no se limita a (1) que tiene un efecto profilactico sobre el organismo y que previene un efecto biologico

indeseado tal como previene una infeccidn, (2) alivia un estado provocado por una enfermedad, por ejemplo
7
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aliviando el dolor o la inflamacién provocado como un resultado de la enfermedad, y/o (3) ya sea alivia, reduce o
elimina por completo la enfermedad del organismo. El efecto puede ser local tal como proporcionar un efecto
anestésico local, o puede ser sistémico.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “desequilibrio de la microflora del colon”, también denominada
disbiosis o disbacteriosis, pretende dar a entender, en la presente invencion, los desequilibrios microbianos tal como
en calidad y en cantidad en el tracto gastrointestinal. Este fendmeno se refleja por la calidad y cantidad de las
enzimas presentes en el colon. En particular, esta microflora alterada se observa en el colon de pacientes que
padecen enfermedades inflamatorias del intestino tales como enfermedad de Crohn (CD) y colitis ulcerosa (UC).

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “suministro de liberacion controlada” o “liberacion controlada”
significa que la liberacion del ingrediente activo de la forma de dosificacion se controla con respecto al tiempo o con
respecto al sitio de suministro.

La expresion “almidon modificado” deberia entenderse en un sentido amplio, esta expresion se refiere, por ejemplo,
a almidon reticulado o acetilado o hidroxipropilado o, mas generalmente, a almidén de esterificacion o eterificacion.

El término “revestimiento” se utiliza en esta memoria para abarcar revestimientos para soportes sélidos y también
capsulas que incluyen fluidos y/o sélidos, y el término “revestido” se utiliza de manera similar.

La expresion “polimero insoluble en agua” deberia entenderse en un sentido amplio, esta expresion se refiere a
polimeros que no se disuelven por completo en agua tales como, por ejemplo, etilcelulosa, determinados derivados
de almiddn o derivados del acido acrilico/acido metacrilico.

La expresion “polisacaridos indigeribles”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a sacaridos que no
son digeridos o solo lo son parcialmente en el intestino por la accidon de acidos o enzimas digestivas presentes en el
tracto digestivo superior humano (intestino delgado y estdmago), pero que al menos son parcialmente fermentados
por la flora intestinal humana. Polisacaridos indigeribles solubles en agua que pueden emplearse en realizaciones
preferidas de la invencidén son xilo-oligosacaridos, inulina, oligofructosas, fructo-oligosacaridos (FOS), lactulosa,
galactomanano e hidrolizados adecuados de los mismos, polidextrosa indigerible, dextrinas indigeribles e
hidrolizados parciales de las mismas, trans-galacto-oligosacaridos (GOS), xilo-oligosacaridos (XOS), acemananos,
lentinanos o beta-glucanos e hidrolizados parciales de los mismos, polisacaridos-K (PSK) y maltodextrinas
indigeribles e hidrolizados parciales de las mismas.

El polisacarido-K es también conocido como polisacarido krestina (PSK) en Japon, y como polisacarido péptido (PS-
P) en China. Ambos tienen las mismas caracteristicas quimicas y estructurales. PSK es un proteoglicano que se
encuentra en el hongo poliporo Trametes versicolor y contiene aproximadamente 35% de hidratos de carbono (91%
de beta-glucano), 35% de proteina y el resto son residuos libres tales como azucares, aminoacidos y humedad. PSK
es una mezcla de polisacaridos enlazados covalentemente a diversos péptidos con un peso molecular medio de 100
kilodaltons. El componente polisacarido se encuentra en una clase de beta-glucanos que comprende unidades
glucopiranosa. El analisis estructural demostré que PSK tiene una configuraciéon de 1,4-glucano como la porcion
glucosido principal con ramas en las posiciones 3 y 6 a una frecuencia de una rama por cada varios grupos
residuales de 1 - 4 enlaces.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término “cereal” pretende dar a entender, en la presente invencién, cualquier
planta perteneciente a las gramineas, preferiblemente trigo, arroz, centeno, avena, cebada, maiz, sorgo y mijo.

El término “legumbre” pretende dar a entender, en la presente invencion, cualquier planta perteneciente a las familias
Caesalpinaceae, Mimosaceae o Papillonaceae y, en particular, cualquier planta pertenciente a la familia
Papillonaceae tal como, por ejemplo, guisante, haba, haba ancha, haba equina, lenteja, alfalfa, clavo o altramuz.

La expresion “derivado de almidén” significa un almidén que ha sido tratado enzimatica o quimicamente.

El “nivel de revestimiento” significa la diferencia en peso entre nucleos no revestidos y revestidos, que es la ganancia
en peso en porcentaje.

Esta definicion incluye, en particular, todas las plantas descritas en una cualquiera de las tablas presentes en el
documento de R. Hoover et al. titulado “Composition, Structure, Functionality and Chemical Modification of Legume
Starches: A Review”.

El término “guisante” en este caso se considera en su sentido mas amplio e incluye, en particular:
m todas las variedades salvajes de guisante liso y

m todas las variedades mutantes de guisante liso y de guisante arrugado, siendo este el caso para
8
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cualesquiera usos para los que dichas variedades estan generalmente destinadas (alimentos para el
hombre, nutricién para animales y/u otros usos).

» o« » o«

A dichas variedades mutantes se las alude, en particular, como “mutantes r”, “mutantes rb”, “mutantes rug 3”,
“mutantes rug 4”7, “mutantes rug 5” y “mutantes lam” tal como se describe en el documento por C-L Heydley et al.
titulado “Developing Novel Pea Starches”, Proceedings of the Symposium of the Industrial Biochemistry and
Biotechnology Group of the Biochemical Society, 1996, pags. 77-87.

La expresion “almidén de legumbre” se entiende que significa cualquier composicion extraida, siendo este el caso de
cualquier manera, de una legumbre segun se define antes en esta memoria y que tiene un contenido en almidén
mayor que 40%, preferiblemente mayor que 50% y, mas preferiblemente todavia, mayor que 75%, expresandose
estos porcentajes en peso seco con respecto al peso seco de dicha composicion.

Ademas, es posible utilizar almidones que exhiben de forma natural un contenido en amilosa dentro del intervalo
seleccionado de acuerdo con la invencién. En particular, puede ser adecuado el almidon que resulta de legumbres.
De acuerdo con la presente invencion, este almidon de legumbres exhibe un contenido en amilosa menor que 45%,
mas especificamente entre 20 y 45%, preferiblemente entre 25 y 44% y, mas preferiblemente todavia, entre 32 y
40%.

Para los fines de la invencion, la expresién “maltodextrina ingerible” significa maltodextrina que contiene enlaces
glucosidicos indigeribles que confieren a esas maltodextrinas propiedades adicionales idénticas a fibras dietéticas
tales como “maltodextrinas ramificadas”. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “maltodextrina ramificada”
pretende dar a entender las maltodextrinas ingeribles descritas en la patente europea EP 1 006 128, de las que la
compaiia solicitante es titular.

De acuerdo con una variante preferida, dichas matodextrinas ramificadas tienen un contenido en azucares
reductores de entre 2% y 5%, y una masa molecular media numérica Mn entre 2000 y 3000 g/mol.

Las maltodextrinas ramificadas tienen un contenido total en fibras mayor que o igual a 50% sobre una base seca,
determinado de acuerdo con el método AOAC n° 2001-03 (2001).

La invencién proporciona nuevos revestimientos de pelicula polimérica para la liberacion dirigida en el colon que
estan adaptados al estado patoldgico de los pacientes que padecen enfermedades inflamatorias del intestino.

Nuevas peliculas poliméricas de acuerdo con la invencion sirven como sustratos para bacterias del colon para
pacientes sanos asi como para pacientes que padecen enfermedades inflamatorias del intestino y que es probable
que exhiban efectos beneficiosos sobre el ecosistema del GIT de los pacientes. La pelicula polimérica esta
especialmente adaptada a las condiciones en el sitio diana, también en el estado patolégico, y es capaz de
suministrar especificamente al colon ingredientes farmacoldgicamente activos.

En lo que sigue, la invencidn se ilustra por medio de los siguientes ejemplos asi como las figuras.
Ejemplo 1:

A. Materiales y Métodos

A.1. Materiales

Maltodextrina ramificada (BMD - siglas en inglés) [una maltodextrina ramificada con enlaces glucésido no digeribles:
a-1,2 y a-1,3, NUTRIOSE® FB 06 Roquette Fréres], almidén de guisantes (almidon de guisante granular N-735)
(35% de amilosa), un almidon de guisante de hidroxipropilo pre-gelatinizado (PS HP-PG) (LYCOAT® RS 780), una
maltodextrina (MD) (GLUCIDEX® 1, Roquette Fréres), EURYLON® 7 A-PG (un almidén de maiz acetilado y pre-
gelatinizado, con alto contenido en amilosa (70% de amilosa) (Roquette Freres, Lestrem, Francia)), EURYLON® 6 A-
PG (un almidén de maiz acetilado y pre-gelatinizado con alto contenido en amilosa (60% de amilosa) (Roquette
Freres, Lestrem, Francia) y EURYLON® 6 HP-PG (un almidon de maiz hidroxipropilado y pregelatinizado con alto
contenido en amilosa (60% de amilosa) (Roquette Freres, Lestrem, Francia); dispersion acuosa de etilcelulosa
(Aquacoat® ECD 30; FMC Biopolymer, Philadelphia, EE.UU.); citrato de trietilo (TEC; Morflex®, Greensboro,
EE.UU.); pancreatina (procedente del pancreas de mamiferos = mezcla que contiene amilasa, proteasa y lipasa;
Fisher Bioblock, lllkirch, Francia); extracto de intestino de rata (polvo intestinal de rata, que contiene amilasa,
sucrasa, isomaltasa y glucosidasa; Sigma-Aldrich, Isle d’Abeau Chesnes, Francia); agar Columbia con sangre,
extractos de carne y levaduras asi como triptona (= material digerido pancreatico de caseina) (Becton Dickinson,
Sparks, EE.UU.); hidrocloruro de L-cisteina hidrato (Acros Organics, Geel, Bélgica); agar McConkey (BioMerieux,
Balme-les-Grottes, Francia); solucién de Ringer cisteinada (Merck, Darmstadt, Alemania).

A.2. Preparacion de la pelicula
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Peliculas poliméricas delgadas se prepararon moldeando por colada mezclas de diferentes tipos de polisacaridos
acuosos Yy dispersion acuosa de etilcelulosa en moldes de Teflon y subsiguiente secado durante 1 d a 60°C. El
polisacarido soluble en agua se disolvié en agua purificada (5% p/p) y se mezclé con dispersion de etilcelulosa
plastificada (TEC al 25%, agitacidon durante una noche; contenido en polimero 15% p/p) a una relacion de 1:3
(polimero: polimero p:p). La mezcla se agité durante 6 h antes del moldeo por colada.

A.3. Caracterizacion de la pelicula

El grosor de las peliculas se midié utilizando un medidor del espesor (Minitest 600; Erichsen, Herner, Alemania). El
espesor medio de todas las peliculas se encontraba en el intervalo de 300-340 ym. La absorciéon de agua y la
cinética de pérdida de masa seca se midieron gravimétricamente tras exposicion a:

(i) fluido gastrico simulado (HCI 0,1 M)

(i) fluido intestinal simulado [tampdn fosfato pH 6,8 (Farm. USP 30) con o sin pancreatina al 1% o
extracto al 0,75% procedente de intestino de rata]

(iii) medio de cultivo inoculado con heces procedentes de sujetos sanos

(iv) medio de cultivo inoculado con heces procedentes de pacientes con enfermedad inflamatoria del
intestino

(v) medio de cultivo exento de heces por motivos de comparacion.

El medio de cultivo se preparé disolviendo 1,5 g de extracto de carne, 3 g de extracto de levaduras, 5 g de triptona,
2,5 g de NaCl y 0,3 g de hidrocloruro de L-cisteina hidrato en 1 L de agua destilada (pH 7,0 + 0,2) y subsiguiente
esterilizacion en un autoclave. Heces de pacientes con enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, asi como heces de
sujetos sanos se diluyeron en la relaciéon de 1:200 con solucion de Ringer cisteinada; 2,5 mL de esta suspension se
diluyeron con medio de cultivo hasta 100 mL. Trozos de pelicula de 1,5 x 5 cm se colocaron en recipientes de vidrio
de 120 mL llenos de 100 mL de medio pre-calentado, seguido de sacudimiento horizontal a 37°C (GFL 3033,
Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel, Alemania). La incubaciéon con muestras fecales se realizd en condiciones
anaerobias (5% de CO,, 10% de H,, 85% de N,). A intervalos de tiempo predeterminados se tomaron muestras, se
retir6 el agua en exceso, las peliculas se pesaron con exactitud (masa humeda) y se secaron hasta un peso
constante a 60°C (masa seca). El contenido en agua (%) y la masa de pelicula seca (%) en el instante t se calcularon
como sigue:

masa humeda (t) — masa seca (t)

contenido en agua (%) (t) = . 100 % (1)

masa humeda ()

masa seca (t)

masa de pelicula seca (%) (t) = . 100 % (2)

masa seca (t=0)

A.4. Andlisis bacterioldgico

Para el analisis bacteriolégico de muestras fecales, estas ultimas se diluyeron en la relaciéon 1:10 con solucién de
Ringer cisteinada. Se prepararon ocho diluciones décuplas adicionales en solucion de Ringer cisteinada y 0,1 mL de
cada una de las diluciones se extendi6é en placas sobre agar Columbia con sangre no selectivo y modificado (para
recuentos totales cultivables) y sobre agar McConkey (que es selectivo para enterobacterias). Las placas de agar
Columbia con sangre se incubaron durante 1 semana a 37°C bajo condiciones anaerobias. (5% de CO,, 10% de H,,
85% de N,). Las colonias fueron superadas en numero; colonias predominantes se sub-cultivaron e identificaron en
base a criterios de identificacion fenotipicos. 25 placas de agar McConkey se incubaron durante 48 h a 37°C al aire.
Las colonias fueron superadas en ndmero y se identificaron utilizando el sistema APl 20E (BioMerieux, Balme-les-
Grottes, Francia). Los recuentos se expresaron como log de CFU/g (unidades formadoras de colonia por gramo) de
heces recientes.

Para el analisis bacteriologico de la microflora desarrollada tras la incubacion de la pelicula con muestras fecales, se
10
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tomaron fotomicrografias después de tincién Gram con un microscopio Axiostar plus (Carl Zeiss, Jena, Alemania),
equipado con una camara (unidad DS-L2, cabezal de la camara DS DS-Fi 1; Nikon, Tokio, Japdn). La incubacién se
realizd en un medio de cultivo exento de gliucidos que contenia sélo pequefias cantidades de polipéptidos
(favoreciendo asi el uso de los polisacaridos investigados como sustratos) bajo condiciones anaerobias.

B. Resultados y discusion
B.1. Propiedades de la pelicula en el GIT superior

La permeabilidad de un sistema polimérico para un farmaco depende grandemente de su contenido en agua y masa
seca, que determinan la densidad y movilidad de las macromoléculas. Por ejemplo, en comprimidos de matriz
basada en hidroxipropil-metilcelulosa (HP-MC) seca, el coeficiente de difusién aparente de un farmaco se aproxima a
cero, mientras que en un gel de HPMC completamente hidratado se pueden alcanzar capacidades de difusién que
son del mismo orden de magnitud que en disoluciones acuosas. Con el contenido creciente en agua, la movilidad
macromolecular aumenta significativamente y, asi, el volumen libre disponible para la difusion. En algunos sistemas,
el polimero se ve sometido a una transicion de fase vitrea a cauchoide tan pronto como se alcanza el contenido
critico en agua. Esto conduce a un aumento escalonado significativo en la movilidad del polimero y el farmaco. Asi,
el contenido en agua de un revestimiento de pelicula polimérica puede proporcionar una perspectiva importante en la
movilidad macromolecular y, por lo tanto, la permeabilidad de un farmaco. Las Figuras 1a y 1b muestran la cinética
de absorcion de agua de peliculas delgadas que consisten en diversos tipos de mezclas de polisacarido:polisacarido
etilcelulosa en HCI 0,1 N y tampén fosfato ph 6,8, respectivamente. La presencia de etilcelulosa en todas las
peliculas permite evitar una disolucion prematura en el GIT superior. Los polisacaridos investigados son todos
solubles en agua y pretenden proporcionar la sensibilidad de la permeabilidad del farmaco de los revestimientos al
entorno circundante. Una vez que se ha alcanzado el colon, los polisacaridos han de ser degradados
enzimaticamente y ha de iniciarse la liberacion de farmacos. La relacion de mezcla polisacarido:polisacarido
etilcelulosa en la Figura 1 es constante: 1:3. Claramente, las tasas y medidas de absorcién de agua dependen
significativamente del tipo de polisacarido. El revestimiento de pelicula ideal que permite una liberacién dirigida en el
colon deberia absorber sélo pequeiias cantidades de agua a una baja velocidad en ambos medios con el fin de
prevenir una liberacion prematura del farmaco en el GIT superior. Como se puede observar, para este fin son muy
prometedoras mezclas de etilcelulosa y BMD o almidén de guisantes. Peliculas de etilcelulosa plastificada sin
polisacarido soluble en agua absorben sélo pequefias cantidades de agua (circulos en blanco).

Ademas de la cinética de absorcién de agua, también el comportamiento de la pérdida de masa seca de peliculas
poliméricas delgadas sirve como un indicador de la permeabilidad de los revestimientos para el farmaco vy, asi,
constituyen un potencial para suprimir la liberacion prematura dentro del GIT superior. Si las peliculas pierden
cantidades significativas de masa seca tras su exposicion a los medios de liberacién, es de esperar que los
revestimientos puedan volverse permeables para muchos farmacos, en particular aquellos con un bajo peso
molecular tal como acido 5-aminosalicilico (5-ASA, 153,1 Da). Las Figuras 2a y 2b ilustran la pérdida de masa seca
determinada experimentalmente de peliculas delgadas que consisten en diversas mezclas de
polisacarido:polisacarido-etilcelulosa (relacion constante = 1:3) tras exposicion a HCI 0,1 N y tampodn fosfato pH 6,8,
respectivamente. La pelicula ideal pierde sélo pequefias cantidades de masa seca a una velocidad baja (o no pierde
masa alguna en absoluto), asegurando redes poliméricas densas que son muy poco permeables para el farmaco
incorporado bajo estas condiciones. Como se puede observar, la pérdida de masa seca de peliculas con contenido
en almidon de guisantes y BMD es muy baja, incluso después de hasta 8 h de exposicién a estos medios de
liberacion. La disminucion observada en la masa seca puede ser atribuida, al menos en parte, a la lixiviacion del
plastificante soluble en agua citrato de trietilo (TEC, utilizado para plastificar la dispersiéon acuosa de etilcelulosa) en
el fluido a granel. Ademas, partes del polisacarido soluble en agua pueden desprenderse por lixiviacion de las
peliculas. Peliculas de etilcelulosa plastificadas sin polisacarido soluble en agua pierden s6lo muy pequefias
cantidades de agua, independientemente del tipo del medio de liberacidon (circulos en blanco). Sin embargo, se sabe
que la permeabilidad de peliculas de etilcelulosa intactas es muy baja para muchos farmacos, lo cual puede ser
atribuido, al menos en parte, a las bajas velocidades y grados de absorciéon de agua de estos sistemas. Por este
motivo, peliculas de etilcelulosa intactas también se utilizan como revestimientos protectores de la humedad. Por
favor, obsérvese que es de esperar que la pérdida del plastificante soluble en agua TEC en los fluidos a granel sea
mucho mas pronunciada en peliculas que contienen 25% (p/p) de polisacaridos solubles en agua en comparacion
con peliculas de etilcelulosa pura (plastificada), ya que las velocidades y tasas de absorcién de agua incrementadas
(Figura 1) de los sistemas mezclados conducen a una movilidad de la cadena polimera mucho mas elevada vy, asi,
también a una movilidad incrementada del TEC.

Se ha de sefalar que los resultados mostrados en la Figura 2 se obtuvieron en ausencia de cualesquiera enzimas.

Es bien conocido que las enzimas pancreaticas pueden degradar determinados polisacaridos y, asi, inducir

potencialmente una pérdida de masa y una absorcion de agua significativas bajo condiciones in vivo, dando como

resultado una permeabilidad incrementada de la pelicula para el farmaco. Para esclarecer la importancia de este

fendmeno, la cinética de absorcién de agua y el comportamiento a la pérdida de masa seca de las peliculas
11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2391876 T3

delgadas se midieron también en presencia de pancreatina (= mezcla que contiene amilasa, proteasa y lipasa) y de
un extracto procedente del intestino de rata (que contiene amilasa, sucrasa, isomaltasa y glucosidasa) en tampon
fosfato pH 6,8 (Figura 3). Claramente, la adicién de estas enzimas no afectaba significativamente a la absorciéon de
agua ni a la cinética de pérdida de masa seca resultante de las peliculas investigadas. Asi, estas ultimas no sirven
como sustratos para estas enzimas.

B.2. Propiedades de la pelicula en el colon

Una vez que se ha alcanzado el colon, los revestimientos de pelicula polimérica deberian volverse permeables al
farmaco. Esto se puede inducir, por ejemplo, mediante degradacion enzimatica (parcial). De manera importante, las
concentraciones de determinadas enzimas son mucho mayores en el colon que en el GIT superior. Estas incluyen
enzimas que son producidas por la microflora natural del colon (esta parte del GIT contiene muchas mas bacterias
que el estdmago y el intestino delgado). Sin embargo, debe tomarse gran precaucién cuando se utiliza este tipo de
estrategia de liberacion dirigida al colon, ya que la microflora de pacientes que padecen enfermedades del intestino
inflamatorio puede ser significativamente diferente de la microflora de sujetos sanos. Asi, el sistema de suministro de
farmacos debe estar adaptado al estado patolégico del paciente. La Tabla 1 muestra, por ejemplo, la concentracion
de las bacterias determinada en las muestras fecales de los sujetos sanos, asi como de pacientes con enfermedad
de Crohn y colitis ulcerosa incluidos en este estudio. De manera importante, existian diferencias significativas, en
particular con respecto a las concentraciones de Bifidobacterium (que es capaz de degradar polisacaridos complejos
debido a las multiples glucosidasas extracelulares) y Escherichia coli, que estaban presentes a concentraciones
mucho mas elevadas en las heces de sujetos sanos en comparacion con las heces de los pacientes con enfermedad
inflamatoria del intestino. En contraposicion, las muestras fecales de los pacientes con la enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa contenian E. coli lactosa negativa, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y
Enterobacter cloacae, que no se detectaron en sujetos sanos. Asi, existen diferencias fundamentales en la calidad y
cantidad de la microflora que deben tenerse en cuenta: revestimientos de peliculas poliméricas que permiten la
liberacion dirigida en el colon bajo condiciones fisioldgicas en un voluntario sano podrian caer bajo las condiciones
patofisioldgicas en el estado patolégico de un paciente. Para acometer este punto muy crucial, que a menudo se
descuida, se determinaron la absorcion de agua y la pérdida de masa seca de peliculas delgadas que consistian en
diversos tipos de mezclas de polisacarido:polisacarido etilcelulosa tras exposicidon a muestras fecales procedentes de
pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, asi como a las heces de sujetos sanos y a medio de cultivo
puro por motivos de comparacion (Figura 4). Peliculas apropiadas deberian absorber cantidades considerables de
agua y mostrar una significativa pérdida de masa seca tras exposicién a heces de los pacientes con el fin de inducir
la liberacién del farmaco en el sitio de inflamacion en el colon. Como se puede observar en las Figuras 4a y 4b,
peliculas basadas en etilcelulosa:BMD vy etilcelulosa:almidén de guisantes (que son los dos tipos mas prometedores
de mezclas de polimeros basadas en los resultados arriba descritos, obtenidos en medios que simulan el contenido
del GIT superior) muestran una absorcidon de agua y una pérdida de masa seca significativas tras exposicion a las
heces de pacientes con enfermedad de Crohn, pacientes con colitis ulcerosa, asi como de sujetos sanos. Por favor,
obsérvese que también otros tipos de mezclas de polimeros parecen ser prometedoras con respecto a la absorcion
de agua de las peliculas y al comportamiento de pérdida de masa seca presentadas tras exposicion a muestras
fecales (o incluso mas apropiadas que mezclas de etilcelulosa:BMD vy etilcelulosa:almidon de guisantes). Sin
embargo, estos sistemas ya absorben cantidades considerables de agua y pierden de manera notoria masa seca
tras el contacto con medios que simulan el contenido del GIT superior (Figuras 1y 2).

El hecho de que las peliculas poliméricas investigadas sirvan como sustratos para las bacterias en heces
procedentes de pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino podia ser confirmado adicionalmente mediante
el analisis de la microflora desarrollada tras la exposicion de la pelicula a muestras fecales bajo condiciones
anaerobias a 37°C (Figura 5). Claramente, tipos especificos de bacterias proliferaban tras la incubacion con las
peliculas mezcladas. De manera importante, se puede esperar que este fendmeno sea muy beneficioso para el
ecosistema del GIT de los pacientes en el estado patolégico, normalizando la microflora en el colon. Este efecto pre-
biotico muy positivo se produce, ademas del efecto de liberacion dirigida del farmaco. Muestras bioldgicas incubadas
sin peliculas poliméricas algunas o con peliculas de etilcelulosa (plastificada) mostraban un desarrollo bacteriano
mucho menor (Figura 5).

Los nuevos revestimientos de pelicula polimérica identificados para la liberacion dirigida en el colon estan
constituidos por mezclas insolubles en agua de polimero:polisacarido, particularmente etilcelulosa:BMD,
etilcelulosa:almidon de guisantes, etilcelulosa:MD, etilcelulosa:EURYLON® 6 A-PG, etilcelulosa:EURYLON® 6 HP-
PG vy etilceluosa:EURYLON® 7 A-PG, que estan adaptadas al estado patolégico de los pacientes. De manera
importante, una absorcién de agua y velocidades y grados de pérdida de masa seca bajos en medios que simulan el
contenido del GIT superior se pueden combinar con una absorcion de agua y una pérdida de peso seco elevados
tras el contacto con heces procedentes de pacientes con la enfermedad inflamatoria del intestino. Cambios en la
composicion de la flora en el colon de pacientes indican que estos polisacaridos sirven como sustratos para bacterias
del colon en el estado patolégico y es probable que exhiban efectos beneficiosos en el ecosistema del GIT de los
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pacientes. El nuevo conocimiento obtenido proporciona, asi, la base para el desarrollo de nuevos revestimientos de
pelicula polimérica capaces de suministrar farmacos especificamente al colon. De manera importante, estas barreras
poliméricas estan adaptadas a las condiciones del sitio diana en el estado patoldgico.

Ejemplo 2:
A. Materiales y Métodos
A.1. Materiales

Almidén de guisantes hidroxipropilado y pre-gelatinizado (PS HP-PG - siglas en inglés) [LYCOAT® RS 780,
Roquette Fréres], EURYLON® 7 A-PG (un almidon de maiz acetilado y pre-gelatinizado, con alto contenido en
amilosa (70% de amilosa) (Roquette Fréres, Lestrem, Francia)), EURYLON® 6 A-PG (un almidén de maiz acetilado
y pre-gelatinizado con alto contenido en amilosa (60% de amilosa) (Roquette Fréres, Lestrem, Francia) y
EURYLON® 6 HP-PG (un almidén de maiz hidroxipropilado y pregelatinizado con alto contenido en amilosa (60% de
amilosa) (Roquette Fréres, Lestrem, Francia); dispersion acuosa de etilcelulosa (Aquacoat ECD 30; FMC
Biopolymer, Philadelphia, EE.UU.); citrato de trietilo (TEC; Morflex, Greensboro, EE.UU.).

A.2. Preparacion de peliculas poliméricas delgadas

Peliculas poliméricas delgadas se prepararon moldeando por colada mezclas de diferentes tipos de polisacaridos y
dispersion acuosa de etilcelulosa en moldes de Teflon y subsiguiente secado durante 1 d a 60°C. El polisacarido
soluble en agua se disolvié en agua purificada (5% p/p, en el caso de EURYLON® 7 A-PG, EURYLON® 6 A-PG y
EURYLON® 6 HP-PG en agua caliente), se mezclo con dispersion acuosa de etilcelulosa plastificada (TEC al 25,0,
27,5 6 30,0% p/p, referido al contenido en etilcelulosa, agitacién durante una noche; contenido en polimero 15% p/p)
a una relacién de 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 (polimero: polimero p:p) segun se indica. Las mezclas se agitaron durante 6 h
antes del moldeo por colada.

A.3. Caracterizacion de la pelicula

El grosor de las peliculas se midié utilizando un medidor del espesor (Minitest 600; Erichsen, Herner, Alemania). El
espesor medio de todas las peliculas se encontraba en el intervalo de 300-340 ym. La absorciéon de agua y la
cinética de pérdida de masa seca se midieron gravimétricamente tras exposicién a: HCI 0,1 M y tampén fosfato pH
6,8 (Farm. USP 30) como sigue: trozos de pelicula de 1,5 x 5 cm se colocaron en recipientes de vidrio de 120 mL
llenos de 100 mL de medio pre-calentado, seguido de sacudimiento horizontal a 37°C (80 rpm; GFL 3033,
Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel, Alemania). A instantes predeterminados se tomaron muestras, se retir6 el
agua en exceso, las peliculas se pesaron con exactitud (masa humeda) y se secaron hasta un peso constante a
60°C (masa seca). El contenido en agua (%) y la masa de pelicula seca (%) en el instante t se calcularon como
sigue:

masa humeda (f) — masa seca (t)

contenido en agua (%) (t) = . 100 % (1)

masa humeda (t)

masa seca (t)

masa de pelicula seca (%) (t) = . 100 % (2)

masa seca (t=0)
A.4. Propiedades mecanicas de peliculas delgadas

Las propiedades mecanicas de las peliculas en el estado seco y mojado se determinaron con un analizador de la
textura (TAXT.Plus, Winopal Forschungsbedarf, Ahnsbeck, Alemania) y el ensayo de puncién. Muestras de peliculas
se montaron sobre un soporte de pelicula (n = 6). La muestra de puncion (extremo esférico: 5 mm de diametro) se
fijo sobre la celda de carga (5 kg) y se acciond hacia abajo con una velocidad de la cruceta de 0,1 mm/s hacia el
centro del agujero del soporte de pelicula. Se registraron curvas de carga frente a desplazamiento hasta la ruptura
de la pelicula y se utilizaron para determinar las propiedades mecanicas, como sigue:
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Resistencia a la puncién = F (3)

en que F es la carga requerida para punzar la pelicula y A es el area en seccion transversal del borde la pelicula
situado en la trayectoria.

NR+D -R 444

% de alargamiento a la rotura = R 4)

Aqui, R significa el radio de la pelicula expuesta en el agujero cilindrico del soporte y D significa el desplazamiento.
Volumen unidad de energia a la rotura = AUC (5)
v

En que AUC es el area bajo la curva de carga frente al desplazamiento y V es el volumen de la pelicula situada en la
cavidad del troquel del soporte de pelicula.

B. Resultados y discusion
B.1 Mezclas de PS HP-PG:etilcelulosa

La Figura 6 muestra la absorcién de agua determinada gravimétricamente y la cinética de pérdida de masa seca de
peliculas delgadas que consisten en diferentes tipos de mezclas de PS HP-PG:etilcelulosa tras exposicion a HCI 0,1
M y tampdn fosfato pH 6,8, respectivamente. PS HP-PG es un almidén modificado pre-gelatinizado. Al igual que en
el caso de MD, el grado y velocidad resultantes de la penetracion del agua en los sistemas aumentaba
significativamente cuando se incrementaba la relacion de polisacarico:etilcelulosa de 1:5 a 1:2 (Figura 12, fila
superior). Esto se puede atribuir de nuevo al mayor caracter hidréfilo del polisacarido en comparacion con
etilcelulosa. Es probable que se requieran niveles de revestimiento apropiadamente elevados para suprimir la
liberacion prematura de farmacos libremente solubles en agua y de bajo peso molecular en el GIT superior a
contenidos iniciales elevados de PS HP-PG. También, la velocidad y el grado de la pérdida de masa seca de las
peliculas aumentaban significativamente con contenidos crecientes de PS HP-PG debido a la lixiviacion parcial de
TEC vy polisacéaridos. En todos los casos, las velocidades y grados de la penetracién de agua y la pérdida de masa
seca eran mayores en tampoén fosfato pH 6,8 en comparacion con HCI 0,1 M, debido a la ionizacién dependiente del
pH de SDS tal como se ha comentado antes. Al igual que en el caso de mezclas de MD:etilcelulosa, la estabilidad
mecanica de peliculas de PS HP-PG:etilcelulosa podria ajustarse de manera eficaz variando el contenido inicial en
etilcelulosa. Esto era cierto para la resistencia a la puncién, % del alargamiento a la rotura y energia a la rotura en el
estado seco a la temperatura ambiente (Tabla 2), asi como para la resistencia mecanica en el estado mojado tras
exposicion a HCI 0,1 M y tampén fosfato pH 6,8 (Figura 7). La disminucién en la energia a la rotura con el tiempo
puede ser atribuida de nuevo a un plastificante parcial y a polisacaridos que se lixivian en los fluidos a granel,
independientemente del tipo de medio de liberacion.

B. 2. Mezclas de EURYLON® 7 A-PG:etilcelulosa

En la Figura 8 se muestra la absorcion de agua y la cinética de pérdida de masa seca de peliculas delgadas que
consisten en mezclas de 1:2 a 0:1 de EURYLON® 7 A-PG:etilcelulosa en HCI 0,1 M y tampodn fosfato pH 6,8.
EURYLON® 7 A-PG es un almidén de maiz acetilado y pre-gelatinizado con alto contenido en amilosa (70% de
amilosa) (Roquette Freres, Lestrem, Francia). Como se puede ver, se observaron las mismas tendencias que con
mezclas de MD:etilcelulosa y PS HP-PG:etilcelulosa: (i) las velocidades y grados de absorcidén de agua aumentaban
con los contenidos decrecientes de etilcelulosa, (ii) las velocidades y grados de pérdida de masa seca aumentaban
con los contenidos crecientes de polisacaridos, (iii) estos efectos eran mas pronunciados en tampén fosfato pH 6,8
que en HCI 0,1 M. De manera importante, el contenido en agua de las peliculas tras exposicion durante 2 h a fosfato
eran considerables: aproximadamente 50% p/p. Asi, también a elevados contenidos iniciales en EURYLON® 7 A-PG
es probable que se requieran elevados niveles de revestimiento con el fin de suprimir la liberacién prematura de
farmacos libremente solubles en agua y de bajo peso molecular en el GIT superior. De manera importante, la
resistencia mecanica de las peliculas basadas en EURYLON® 7 A-PG:etilcelulosa era significativamente mayor que
la de peliculas que consisten en mezclas de MD:etilcelulosa y PS HP-PG:etilcelulosa en estado seco a la
temperatura ambiente (Tabla 2). Sin embargo, estas diferencias se volvieron menores cuando las peliculas fueron
expuestas a HCI 0,1 M y tampdn fosfato pH 6,8, independientemente del tipo de medio de liberacién (Figura 9). De
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manera importante, la variacién de la relacion de mezcla del polimero permiti6 de nuevo un ajuste eficaz de la
estabilidad mecanica de las peliculas.

B.3. Mezclas EURYLON® 6 A-PG:etilcelulosa y EURYLON® 6 HP-PG:etilcelulosa

EURYLON® 6 A-PG es un almidon de maiz acetilado y pre-gelatinizado, con alto contenido en amilosa (60% de
amilosa) (Roquette Fréres, Lestrem, Francia) y EURYLON® 6 HP-PG es un almidén de maiz hidroxipropilado y pre-
gelatinizado con alto contenido en amilosa (60% de amilosa) (Roquette Fréres, Lestrem, Francia). De manera
interesante, la pérdida de masa seca de peliculas delgadas que consisten en mezclas de EURYLON® 6 A-
PG:etilcelulosa y EURYLON® 6 HP-PG:etilcelulosa era mucho menos pronunciada que la de otras mezclas
polimeras investigadas tras exposicion a HCI 0,1 M y tampdn fosfato pH 6,8, respectivamente (Figuras 10 y 12, filas
inferiores). Esto era cierto para ambas cosas, las velocidades y los grados de la pérdida de masa seca y para todas
las relaciones de mezclas polimeras investigadas. En contraposicion, las velocidades y grados de absorcion de agua
de estas peliculas tras exposicion a los diferentes medios de liberacién eran similares a los de las otras mezclas de
polisacarido:etilcelulosa, que alcanzan contenidos en agua de aproximadamente 50% p/p después de 1-2 h de
exposicion a tampon fosfato pH 6,8 en el caso de elevados contenidos iniciales en polisacaridos (Figuras 10 y 12,
filas superiores). Asi, también para mezclas de EURYLON® 6 A-PG:etilcelulosa y EURYLON® 6 HP-PG:etilcelulosa
es probable que se requieran elevados niveles de revestimiento para suprimir una liberacién prematura de farmacos
libremente solubles en agua y de bajo peso molecular en el GIT superior a bajos contenidos iniciales de etilcelulosa.
Como se puede ver en la Tabla 2, las propiedades mecanicas de peliculas delgadas que consisten en estos tipos de
mezclas de polimeros en el estado seco a la temperatura ambiente son similares a los de mezclas de EURYLON® 7
A-PG:etilcelulosa a las mismas relaciones de mezcla. Como en el caso de estas ultimas mezclas, la exposicion a
HCI 0,1 M o tampén fosfato pH 6,8 dio como resultado una disminucién en la estabilidad mecanica de las redes
macromoleculares, independientemente del tipo del medio de liberacion y de la relacion de mezcla de polimeros
(Figuras 11 y 13). De manera importante, las estabilidades del sistema deseadas pueden ajustarse de nuevo
eficazmente variando la relacion de mezcla del polimero.

Las propiedades clave de peliculas poliméricas delgadas que consisten en mezclas de polisacarido:polimero
insoluble en agua que exhiben un potencial interesante para proporcionar un suministro al colon del farmaco
especifico para el sitio (y que estan adaptadas a la patofisiologia de pacientes con enfermedad inflamatoria del
intestino) se puede ajustar eficazmente variando la relacion de mezcla de polimeros y el tipo de polisacarido. Esto
incluye la absorcién de agua y la cinética de pérdida de masa seca, asi como las propiedades mecanicas de las
peliculas antes y tras exposicién a medios acuosos que simulan el contenido del GIT superior. Asi, se pueden
proporcionar facilmente amplias gamas de propiedades de revestimiento de peliculas, adaptadas a las necesidades
del tratamiento con farmacos respectivo (p. €j. actividad osmética de la formulacion del nucleo y dosis administrada).

Ejemplo 3:
A. Materiales y métodos
A.1. Materiales

Almidén de guisantes N-735 (almidéon de guisantes; Roquette Fréres, Lestrem, Francia); Aquacoat ECD 30
(dispersién acuosa de etilcelulosa; FMC Biopolymer, Bruselas, Bélgica); citrato de trietilo (TEC; Morflex, Greensboro,
NC, EE.UU.); acido 5-aminosalicilico (5-ASA; Sigma-Aldrich, Isle d’Abeau Chesnes, Francia), celulosa microcristalina
(Avicel PH 101; FMC Biopolymer); bentonita y polivinilpirrolidona (PVP, Povidona K30) (Cooperation Pharmaceutique
Francaise, Melun, Francia); pancreatina (procedente del pancreas de mamiferos = mezcla de amilasa, proteasa y
lipasa) y pepsina (Fisher Bioblock, lllkirch, Francia); extractos de carne y de levadura asi como triptona (= material
digerido pancreatico de caseina) (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.); hidrocloruro de L-
cisteina hidrato (Acros Organics, Geel, Bélgica); soluciéon de Ringer cisteinada (Merck, Darmstadt, Alemania).

A.2. Preparacion de peliculas libres

Se prepararon peliculas libres delgadas moldeando por colada mezclas de almidon de guisantes y dispersion acuosa
de etilcelulosa (plastificada con TEC al 25%) sobre moldes de Teflon y subsiguiente secado controlado (1 d a 60°C).
El almidén de guisantes se dispersé en agua purificada a 65-75°C (5% p/p). Dispersion acuosa de etilcelulosa
(contenido en solidos de 15% p/p) se plastificé durante 24 h con TEC al 25% (p/p) referido al contenido en soélidos de
la dispersion). Las dispersiones de almidon de guisantes y etilcelulosa se mezclaron a la temperatura ambiente a las
siguientes relaciones: 1:2, 1:3, 1:4 y 1:5 (polimero:polimero, p:p). Las mezclas se agitaron durante 6 h antes del
moldeo por colada.

A.3. Caracterizacion de peliculas libres

El grosor de las peliculas se midi6 utilizando un medidor del espesor (Minitest 600; Erichsen, Herner, Alemania). El
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espesor medio de todas las peliculas se encontraba en el intervalo de 300-340 pm.

La absorciéon de agua y la cinética de pérdida de masa seca se midieron gravimétricamente tras exposicion a: (i)
fluido gastrico simulado (HCI 0,1 M) y (ii) fluido intestinal simulado [tampdn fosfato pH 6,8 (Farm. USP 32)] a 37°C,
como sigue: trozos de pelicula de 1,5 x 5 cm se colocaron en recipientes de vidrio de 120 mL llenos de 100 mL de
medio pre-calentado, seguido de sacudimiento horizontal a 37°C (80 rpm; GFL 3033, Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel, Alemania). A instantes predeterminados se tomaron muestras, se retiré el agua en exceso, las peliculas
se pesaron con exactitud (masa hiumeda) y se secaron hasta un peso constante a 60°C (masa seca). El contenido en
agua (%) y la masa de pelicula seca (%) en el instante t se calcularon como sigue:

masa humeda (f) — masa seca (t)

contenido en agua (%) (t) = . 100 % (1)

masa humeda (t)

masa seca (t)

masa de pelicula seca (%) (t) = . 100 % (2)

masa seca (t=0)

Las propiedades mecanicas de las peliculas se determinaron con un analizador de la textura (TAXT.Plus, Winopal
Forschungsbedarf, Ahnsbeck, Alemania) y el ensayo de puncién en el estado seco y tras exposiciéon a HCI 0,1 M y
tampon fosfato pH 6,8 (en el estado hiumedo). Muestras de peliculas se montaron sobre un soporte de pelicula (n =
6). La muestra de puncion (extremo esférico: 5 mm de didmetro) se fij6 sobre la celda de carga (5 kg) y se acciond
hacia abajo con una velocidad de la cruceta de 0,1 mm/s hacia el centro del agujero del soporte de pelicula. Se
registraron curvas de carga frente a desplazamiento hasta la ruptura de la pelicula y se utilizaron para determinar las
propiedades mecanicas, como sigue:

Resistencia a la puncién a la rotura = F (3)

en que F es la carga requerida para punzar la pelicula y A es el area en seccion transversal del borde la pelicula
situado en la trayectoria.

NRE+D —R 1405

% de alargamiento a la rotura = R (4)

Aqui, R significa el radio de la pelicula expuesta en el agujero cilindrico del soporte y D significa el desplazamiento.
Volumen unidad de energia a la rotura = AUC (5)
v

En que AUC es el area bajo la curva de carga frente al desplazamiento y V es el volumen de la pelicula situada en la
cavidad del troquel del soporte de pelicula.

A.4. Preparacion de granulos revestidos

Nucleos iniciadores de granulos cargados con farmaco (acido 5-aminosalicilico, 5-ASA) (didmetro: 0,7-1,0 mm; 60%
de 5-ASA, 32% de celulosa microcristalina, 4% de bentonita, 4% de PVP) se prepararon mediante extrusion y
subsiguiente esferonizacién como sigue: los polvos respectivos se mezclaron en un granulador a alta velocidad (Gral
10; Collette, Antwerp, Bélgica) y se afiadio agua purificada hasta que se obtuvo una masa homogénea (41 g de agua
para 100 g de mezcla de polvos). La mezcla humedecida se hizo pasar a través de una extrusora de cilindros (SK
M/R agujeros: diametro de 1 mm, grosor de 3 mm, velocidad de rotacion: 96 rpm; Alexanderwerk, Remscheid,
Alemania). Los productos extrudidos se esferonizaron subsiguientemente a 520 rpm durante 2 min (esferonizador
modelo 15; Calveva, Dorset, Reino Unido) y se secaron en un lecho fluidizado (ST 15; Aeromatic, Muttenz, Suiza) a
40°C durante 30 min. La fraccion de tamarfio de 0,7-1,0 mm se obtuvo mediante tamizado. Estos nucleos de iniciador
cargados con farmaco se revistieron luego en un dispositivo de revestimiento de lecho fluidizado equipado con un
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inserto de Wourster (Strea 1; Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Suiza) con diferentes mezclas de almidon de
guisantes:etilcelulosa hasta alcanzar una ganancia de peso de 5, 10, 15 6 20% (p/p). Las formulaciones de
revestimiento se prepararon de la misma manera que las dispersiones utilizadas para la colada de la pelicula (tal
como se describe en la seccién 2.2. Preparacion de peliculas libres). Los parametros del proceso eran como sigue:
temperatura de entrada = 39 + 2°C, temperatura del producto = 40 + 2°C, tasa de atomizacion = 1,5-3 g/min, presién
de atomizacion = 1,2 bar, didametro de la boquilla = 1,2 mm. Después de ello, los granulos se fluidizaron
adicionalmente durante 10 min y subsiguientemente se curaron en una estufa durante 24 h a 60°C.

A.5. Liberacion del farmaco a partir de granulos revestidos
La liberacién de farmacos a partir de granulos revestidos se midié en medios que simulan las condiciones en el:

tracto gastrointestinal superior: se colocaron granulos en recipientes de plastico de 120 mL, se llenaron con
100 mL de medio de disolucion: HCI 0,1 M (que contiene opcionalmente 0,32% de pepsina) durante las
primeras de 2 h y tampén fosfato pH 6,8 (Farm. USP 32) (que contiene opcionalmente 1% de pancreatina)
durante las subsiguientes 9 h. Los matraces se agitaron en un sacudidor horizontal (80 rpm, GFL 3033). A
instantes predeterminados se tomaron muestras de 3 mL y se analizaron mediante espectrofotometria UV
en cuanto a su contenido en farmaco (A = 302,6 nm en HCI 0,1 M; A = 330,6 nm en tampon fosfato pH 6,8)
(UV-1650; Shimadzu, Champs sur Marne, Francia). En presencia de enzimas, las muestras se centrifugaron
durante 15 min a 11.000 rpm y subsiguientemente se filtraron (0,2 pym) antes de las mediciones UV. Cada
uno de los experimentos se realizé por triplicado.

Tracto gastrointestinal completo: se expusieron granulos a HCI 0,1 M durante 2 h y subsiguientemente a tampdn
fosfato pH 6,8 (Farm. US 32) durante 9 h en un aparato USP 3 (Bio-Dis; Varian, Paris, Francia) (velocidad de
inmersién = 10 dpm). Después de ello, los granulos se transfirieron a matraces de 120 mL llenos de: (i) 100 mL de
medio de cultivo inoculado con heces procedentes de pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino, (ii) medio
de cultivo inoculado con Bifidobacterium o (iii) medio de cultivo exento de heces y bacterias por motivos de
comparacion. Las muestras se agitaron (50 rpm) a 37°C bajo condiciones anaerobias (5% de CO,, 10% de H,, 85%
de N,). El medio de cultivo se preparé disolviendo 1,5 g de extracto de carne, 3 g de extracto de levaduras, 5 g de
triptona, 2,5 g de NaCl y 0,3 g de hidrocloruro de L-cisteina hidrato en 1 L de agua destilada (pH 7,0 + 0,2) y
subsiguiente esterilizacién en un autoclave. Heces de pacientes que padecen la enfermedad de Crohn o colitis
ulcerosa se diluyeron en la relacion 1:200 con solucion de Ringer cisteinada; 2,5 mL de esta suspension se diluyeron
con medio de cultivo hasta 100 mL. A instantes predeterminados se tomaron muestras de 2 mL, se centrifugaron a
13.000 rpm durante 5 min, se filtraron (0,22 ym) y se analizaron mediante HPLC en cuanto a su contenido en
farmaco (ProStar 230; Varian). La fase movil consistia en 10% de metanol y 90% de una disolucion acuosa de acido
acético (al 1% p/v) (Siew et al., 2000a). Las muestras se inyectaron en un columna Pursuit C18 (150 x 4,6 mm; 5 ym)
y el caudal era 1,5 mL/min. El farmaco se detectd por espectrofotometria UV a A = 300 nm.

La liberacion de farmacos se midio a partir de granulos recientemente preparados (si no se establece de otro modo)
asi como a partir de granulos almacenados durante 1 afio a la temperatura ambiente (23 + 2°C) y humedad relativa
ambiente (55 + 5%) en viales de vidrio abiertos.

B. Resultados y discusion
B.1. Absorcién de agua y pérdida de masa seca de peliculas delgadas

De manera ideal, un revestimiento de pelicula polimérica que permite el suministro al colon de farmaco especifico
para el sitio deberia suprimir de manera eficaz la liberaciéon de farmaco en la parte superior del tracto gastrointestinal:
el estdbmago y el intestino delgado. Asi, el revestimiento de pelicula (que rodea al depdsito de farmaco) deberia ser
muy poco permeable para el farmaco tras exposicién a medios que simulan el contenido de estos 6rganos (con el fin
de evitar una liberacion prematura de farmaco y la subsiguiente absorcién en el torrente sanguineo). Si un
revestimiento de pelicula polimérica absorbe cantidades significativas de agua o pierde cantidades considerables de
masa seca tras exposicion a un fluido a granel, se puede esperar que su permeabilidad a las moléculas de farmaco
aumente de manera notoria. Por este motivo, la absorcion de agua y la cinética de pérdida de masa seca de
peliculas delgadas de almidén de guisantes:etilcelulosa se vigilaron tras exposicion a: (a) HCI 0,1 M (que simula el
contenido del estomago) durante 2 h, y (b) tampdn fosfato pH 6,8 (que simula el contenido del intestino delgado)
durante 8 h. La Figura 14 muestra el contenido en agua experimentalmente determinado de las peliculas en funcion
del tiempo. La relacion de mezcla almidon de guisantes:etilcelulosa varié de 1:2 a 1:4, segun se indica. Por motivos
de comparacion, también se estudiaron peliculas que consistian solamente en etilcelulosa (plastificada) (triangulos
en negro). Como puede verse, las velocidades y grados de absorcién de agua aumentaban con los contenidos
crecientes de almidon de guisantes debido a la naturaleza hidréfila de este polimero. De manera importante, la
absorcion de agua permanecia siendo limitada en todos los casos (por debajo de 30%). Las velocidades y grados de
absorcion de agua ligeramente superiores a pH 6,8 en comparacion con el pH de 1,2 (Figura 14b frente a 14a)
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pueden ser probablemente atribuidos a la presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS - siglas en inglés) que esta
presente en la dispersién acuosa de etilcelulosa utilizada para la preparacion de la pelicula, que sirve como un
estabilizador de esta dispersion. A pH bajo, el SDS esta protonado y no cargado, mientras que a pH 6,8 esta
desprotonado y, asi, cargado negativamente. Por lo tanto, su caracter hidréfilo aumenta y se facilita la penetracion de
agua en las peliculas.

La Figura 15 muestra la cinética de pérdida de masa seca medida experimentalmente de diversas peliculas de
almidén de guisantes:etilcelulosa tras exposicion a: (a) HCI 0,1 M y (b) tampén fosfato pH 6,8. Como puede verse, la
velocidad y el grado de pérdida de masa seca aumentaba ligeramente con el contenido creciente de almidon de
guisantes, debido a que este polisacarido se expande significativamente tras el contacto con el agua vy, asi, facilita la
lixiviacion de composiciones de peliculas solubles en agua (p. €j. del plastificante soluble en agua TEC) en el fluido a
granel circundante. La pérdida mas baja de masa se observé con peliculas exentas de almidén de guisantes,
independientemente del tipo de medio. Esto se puede atribuir al hecho de que la etilcelulosa se puede expandir y
puede permear muy poco tras el contacto con medios acuosos. Impide eficazmente la lixiviacion de composiciones
solubles en agua.

Asi, la absorcién de agua y la cinética de pérdida de masa seca observadas de peliculas de almidén de
guisantes:etilcelulosa son muy prometedoras con respecto al uso potencial de estas peliculas como membranas de
barrera que impiden la liberacion de farmaco en el estomago y en el intestino delgado. Si se requiere, se podrian
incrementar el espesor de la pelicula y/o el contenido en etilcelulosa. Sin embargo, debe tenerse cuidado de que en
los revestimientos estén presentes cantidades suficientes de almidén de guisantes ya que este compuesto esta
destinado a inducir el inicio de la liberacion del farmaco en el colon (siendo degradado por enzimas secretadas de las
bacterias del colon).

B.2. Propiedades mecénicas de peliculas delgadas

Ademas de una absorcion del agua y de una pérdida de masa seca limitadas, revestimientos de pelicula polimérica
que pretenden el suministro al colon de farmacos especificos para el sitio deberian proporcionar una estabilidad
mecanica suficiente: debido a la movilidad fisiolégica del estomago y del intestino delgado, se ejerce un esfuerzo
mecanico sobre las formas de dosificacion revestidas. Si los revestimientos de peliculas son fragiles, se produce la
formacion de fisuras, y el farmaco es rapidamente liberado a través de canales llenos de agua. Para evaluar la
estabilidad mecanica de las mezclas de almidon de guisantes:etilcelulosa investigadas, se utilizaron un analizador de
la textura y el ensayo de la puncién. La Figura 16 muestra: (a) la resistencia de la puncion a la rotura, (b) el % de
alargamiento a la rotura y (c) la energia requerida para romper peliculas poliméricas delgadas en el estado seco.
Claramente, la estabilidad mecanica de las peliculas aumentaba significativamente con el contenido creciente en
etilcelulosa. De manera interesante, todos los valores son relativamente altos, sugiriendo que revestimientos de
pelicula con un grosor comun pueden resistir el esfuerzo mecanico experimentado dentro del tracto gastrointestinal
in vivo.

Sin embargo, se ha de sefialar que los resultados mostrados en la Figura 16 se obtuvieron con peliculas secas. Tras
el contacto con fluidos a granel acuosos, las propiedades mecanicas de un revestimiento de pelicula polimérica
pueden variar significativamente, por ejemplo debido a la lixiviacion de la composicion en el fluido a granel
circundante y/o el efecto plastificante del agua. Por estos motivos, las propiedades mecanicas de las peliculas de
almidén de guisantes:etilcelulosa investigadas se midieron también tras hasta 2 h de exposicién a HCI 0,1 M y hasta
8 h de exposicion a tampodn fosfato pH 6,8. Las Figuras 17a y 17b muestran las energias respectivas requeridas para
romper las peliculas mojadas de diferente composicion. Claramente, la resistencia mecanica de todas las peliculas
disminuia con el aumento del tiempo de exposicion, independientemente del tipo de fluido a granel. Esto puede ser
atribuido, al menos en parte, a la lixiviacion del plastificante TEC soluble en agua en los fluidos a granel. Como era
de esperar, un incremento en el contenido en etilcelulosa daba como resultado energias incrementadas requeridas
para romper las peliculas en ambos medios. De manera importante, los valores observados sugieren que es
probable que todos los revestimientos de pelicula resistan el esfuerzo mecanico con el que se topa in vivo dentro del
tracto gastrointestinal, también en el estado humedo (a concentraciones de revestimiento habitualmente utilizadas).

B. 3. Liberacion de farmaco en el tracto gastrointestinal superior

De manera ideal en el estdmago e intestino delgado no deberia liberarse nada de farmaco o sélo muy poco farmaco
a partir de la forma de dosificacion. Las curvas de trazos continuos en la Figura 18 muestran la cinética de liberacion
de farmaco experimentalmente determinada a partir de granulos revestidos con almidon de guisantes:etilcelulosa 1:2
a un nivel de revestimiento de 0, 5, 10, 15y 20% (p/p) en HCI 0,1 M (durante 2 h), seguido de tampon fosfato pH 6,8
(durante 9 h) a 37°C. Como se puede ver, acido 5-aminosalicilico se liber6é rapidamente de granulos no revestidos
asi como de granulos revestidos con solo 5% de almidon de guisantes:etilcelulosa 1:2. Esto puede ser atribuido, al
menos en parte, a la absorcion de agua y a la pérdida de masa seca de estos revestimientos de pelicula tras
exposicion a los medios de liberacion (Figuras 14 y 15) en combinacion con un grosor insuficiente de la barrera

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2391876 T3

polimérica. De manera importante, a niveles del revestimiento iguales a y superiores a 10% (p/p) se redujo
eficazmente la liberacion de farmaco (probablemente debido al incremento en la longitud de las trayectorias de
difusién y la estabilidad mecanica incrementada de los revestimientos de pelicula).

Sin embargo, se ha de sefialar que la presencia de enzimas dentro del tracto gastrointestinal in vivo podria afectar
de manera significativa a las propiedades de revestimiento de la pelicula, p. ej. debido a una degradacién parcial de
polimero. Por este motivo, la liberacién de farmaco a partir de los granulos revestidos se midié también en: (i) HCI
0,1 M que contiene 0,32% de pepsina (durante 2 h), seguido de (ii) tampodn fosfato pH 6,8 que contiene 1% de
pancreatina (durante 9 h). Los resultados respectivos se indican por las curvas de trazos discontinuos en la Figura
18. Claramente, en todos los casos la tasa de liberacién de farmaco aumentaba sélo ligeramente. Asi, es probable
que se limite la importancia de una degradacion enzimédtica in vivo de este tipo.

Dado que un aumento en el contenido relativo de etilcelulosa de las peliculas resultaba en una absorciéon de agua y
en velocidades y grados de pérdida de masa seca disminuidos (Figuras 14 y 15) asi como en una estabilidad
mecanica incrementada de las peliculas en el estado seco y humedo (Figuras 16 y 17) se midi6 también la liberacion
de farmaco a partir de granulos revestidos con mezclas de almidon de guisantes:etilcelulosa 1:3, 1:4 y 1:5 a
diferentes concentraciones de farmaco (Figura 19). de manera interesante, en estos casos incluso un revestimiento
de la pelicula de s6lo 5% (p/p) es capaz de ralentizar la liberacion de farmaco. Sin embargo, niveles de revestimiento
de 10% o mas son mas apropiadas, ya que la liberacién de farmaco se suprime casi por completo dentro del periodo
de observacion.

En base a los resultados obtenidos (Figuras 14-19) granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa 1:4 a
un nivel de revestimiento de 15y 20% se han seleccionado para estudios ulteriores.

B.4. Liberacion de farmaco en el tracto gastrointestinal completo

Una vez que la forma de dosificacién alcanza el colon, el revestimiento de pelicula deberia volverse permeable al
farmaco y liberar este ultimo de una manera controlada en el tiempo. La Figura 20a muestra la liberacion
experimentalmente medida de acido 5-aminosalicilico a partir de granulos revestidos con almidén de
guisantes:etilcelulosa 1:4 a un nivel de revestimiento de 15y 20% (p/p) en: (i) HCI 0,1 M durante 2 h, seguido de (ii)
tampon fosfato pH 6,8 durante 9 h, y (c) medio de cultivo inoculado con muestras fecales procedentes de pacientes
con la enfermedad inflamatoria del intestino durante 10 h (curvas de trazos continuos). Por motivos de comparacion,
también se ilustra (curvas con trazos discontinuos) la liberacion de farmaco tras exposicion a medio de cultivo exento
de heces. Claramente, la liberaciéon de farmaco se inicia tan pronto como los granulos entraron en contacto con las
muestras fecales. Esto puede ser atribuido a la degradacién (al menos parcial) de almidén de guisantes por parte de
las enzimas segregadas por las bacterias presentes en el colon de los pacientes. La disminuciéon en el peso
molecular del polimero y la subsiguiente difusion de productos de degradacion en los fluidos a granel circundantes
hace a la red macromolecular remanente mas mavil. Por consiguiente, también la movilidad de las moléculas de
farmaco dentro del revestimiento de pelicula aumenta y, asi, aumenta la velocidad de liberacién. En contraposicion,
la velocidad de liberacion del farmaco permanecié siendo baja tras exposicion a medio de cultivo exento de heces
(curvas con lineas discontinuas en la Figura 20a). Esto confirma que la eliminacién de farmaco es disparada por las
enzimas presentes en el colon de pacientes de IBD (enfermedad inflamatoria del intestino). Desde un punto de vista
practico, parece preferirse un nivel de revestimiento del 15% frente a un nivel de revestimiento del 20% (que resulta
potencialmente en una liberacion demasiado lenta del farmaco en el colon).

Dado que es dificil asegurar el suministro regular de muestras fecales recientes procedentes de pacientes de la
enfermedad inflamatoria del intestino (y dado que la muestras no pueden congelarse profundamente ni liofilizarse sin
un dafio significativo de la microflora) es muy deseable proporcionar un tipo alternativo de medio de liberacion que
simula las condiciones en el colon de un paciente. Para sistemas de suministro de farmacos que son sensibles a la
presencia de enzimas bacterianas, se ha de tomar la precauciéon de que el fluido a granel contenga los tipos y
cantidades cruciales de bacterias. En este estudio, se ha sometido a ensayo medio de cultivo inoculado con
Bifidobacterium como una alternativa potencial al medio de cultivo inoculado con muestras fecales recientes. La
Figura 20b muestra la tasa de liberacion de farmacos observada a partir de los mismos tipos de granulos tal como se
muestra en la Figura 20a, tras exposicion a: HCI 0,1 M (durante 2h), tampén fosfato pH 6,8 (durante 9 h) y medio de
cultivo inoculado con Bifidobacterium (durante 10 h). Comparando las Figuras 20a y 20b, resulta obvio que el medio
de cultivo inoculado con Bifidobacterium muestra un potencial prometedor como sustituto de muestras fecales
recientes de pacientes de IBD, en particular para aplicaciones rutinarias (tales como controles de calidad durante la
produccioén a gran escala).

Se obtuvieron resultados similares utilizando sebacato de dibutilo como plastificante (datos no mostrados) que
confirman que la eficacia del almidéon de guisantes en el suministro de liberacién controlada no depende del
plastificante.
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B.5. Estabilidad al almacenamiento

Un aspecto muy importante desde un punto de vista practico es la estabilidad a largo plazo de un sistema de
suministro de farmacos controlado. Formas de dosificacion deberian ser, de manera ideal, estables durante al menos
3 afios. En el caso de sistemas de suministro revestidos con polimeros, la tasa de liberacion de farmacos resultante
podria aumentar finalmente con el aumento en el tiempo de almacenamiento, p. ej. debido a la migracién de farmaco
al revestimiento de pelicula. La Figura 21 muestra la cinética de liberacion de farmacos a partir de granulos
revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa 1:4 a un nivel de revestimiento de 10, 15y 15% (segun se indica)
antes y después de 1 afio de almacenamiento en viales de vidrio abiertos (curvas de trazos continuos y
discontinuos). Los sistemas se expusieron a HCI 0,1 M durante 2 h y subsiguientemente a tampén fosfato pH 6,8
durante 9 h. Como puede verse, la tasa de liberacion permanecia inalterada durante el almacenamiento a largo
plazo. Esto mismo es cierto para granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa 1:2, 1:3 y 1:5 a un nivel
de revestimiento de 10, 15y 20% (datos no mostrados). Asi, los sistemas de suministro de farmacos propuestos son
estables a largo plazo.

C. Conclusiones

Se han propuesto revestimientos de pelicula basados en almidén de guisantes:etilcelulosa con un potencial muy
prometedor para el suministro al colon de farmaco especifico para el sitio. La liberacion de farmacos a partir de
granulos revestidos puede suprimirse de manera eficaz en medios que simulan el contenido del estomago y del
intestino delgado. Pero una vez que los dispositivos entran en contacto con las muestras fecales, se inicia la
liberacion del farmaco y se controla en el tiempo debido a la degradacion parcial del almidén de guisantes por parte
de enzimas secretadas de bacterias presentes en el colon de pacientes con enfermedad del intestino inflamatorio.
Asi, este tipo de sistemas de suministro avanzados permite evitar una liberacién prematura del farmaco en el tracto
gastrointestinal superior (y la subsiguiente absorcién en el torrente sanguineo), al tiempo que asegura que el farmaco
sea liberado en el sitio de accién. Por consiguiente, es de esperar que se puedan minimizar efectos secundarios
indeseados en el resto del cuerpo humano, al tiempo que es probable que se optimicen los efectos terapéuticos del
farmaco.

Ejemplo 4
A. Materiales y Métodos
A.1 Materiales

Acido 2,4,6-trinitrobenceno-sulfénico (TNBS) (Sigma-Aldrich, Isle d’Abeau Chesnes, Francia); solucién de Ringer
cisteinada (Merck, Darmstadt, Alemania); BMD (NUTRIOSE® FB 06; Roquette Fréres, Lestrem, Francia); almidéon de
guisantes N-735 (almidén de guisantes; Roquette Fréres, Lestrem, Francia); dispersion acuosa de etilcelulosa
(Aquacoat ECD 30; FMC Biopolymer, Philadelphia, EE.UU.); citrato de trietilo (TEC; Morflex, Greensboro, EE.UU.);
acido 5-aminosalicilico (5-ASA; Sigma-Aldrich, Isle d’Abeau Chesnes, Francia); celulosa microcristalina (Avicel PH
101; FMC Biopolymer, Bruselas, Bélgica); polivinilpirrolidona (PVP, Povidona K30) (Cooperation Pharmaceutique
Francaise, Melun, Francia), Pentasa® (granulos revestidos, Ferring, nimero de lote: JX 155), Asacol® (granulos
revestidos, Meduna, numero de lote; TX 143).

A.2. Preparacion de granulos revestidos con BMD:etilcelulosa y almidén de guisantes:etilcelulosa

Nucleos iniciadores de granulos cargados con acido 5-aminosalicilico (5-ASA) (diametro: 0,7-1,0 mm; 60% de 5-
ASA, 32% de celulosa microcristalina, 4% de bentonita, 4% de PVP) se prepararon mediante extrusion y
subsiguiente esferonizacién como sigue: los polvos respectivos se mezclaron en un granulador a alta velocidad (Gral
10; Collette, Antwerp, Bélgica) y se afiadio agua purificada hasta que se obtuvo una masa homogénea (41 g de agua
para 100 g de mezcla de polvo). La mezcla humedecida se hizo pasar a través de una extrusora de cilindros (SK
M/R, agujeros: 1 mm de diametro, 3 mm de grosor, velocidad de rotacion: 96 rpm; Alexanderwerk, Remscheid,
Alemania). Los productos extrudidos se esferonizaron subsiguientemente a 520 rpm durante 2 min (esferonizador
modelo 15; Calveva, Dorset, Reino Unido) y se secaron en un lecho fluidizado (ST 15; Aeromatic, Muttenz, Suiza) a
40°C durante 30 min. La fracciéon de tamario de 0,7-1,0 mm se obtuvo mediante tamizado.

Los nucleos de iniciador cargados con farmaco, obtenidos, se revistieron subsiguientemente en un dispositivo de
revestimiento de lecho fluidizado equipado con un inserto de Wurster (Strea 1; Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Suiza)
con mezclas de BMD:etilcelulosa 1:4 (granulos revestidos con BMD:EC) o con mezclas de almidon de
guisantes:etilcelulosa 1:2 (granulos revestidos con almidén de guisantes:EC) hasta alcanzar una ganancia de peso
de 15% (p/p) (granulos revestidos con BMD:EC) 0 20% (p/p) (granulos revestidos con almidén de guisantes:EC).

BMD se disolvioé en agua purificada (5% p/p), se mezcld con una dispersiéon acuosa plastificada de etilcelulosa (25%
de TEC, agitacién durante una noche; contenido en polimeros 15% p/p) a una relacién de 1:4 (p/p, basado en la
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masa seca del polimero no plastificado) y se agité durante 6 h antes del revestimiento. Los nucleos de granulos
cargados con farmaco se revistieron en un dispositivo de revestimiento de lecho fluidizado equipado con un inserto
de Wurster (Strea 1; Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Suiza) hasta alcanzar una ganancia de peso de 15% (p/p). Los
parametros del proceso eran como sigue: temperatura de entrada = 39 + 2°C, temperatura del producto = 40 + 2°C,
tasa de atomizacion = 1,5-3 g/min, presién de atomizacién = 1,2 bar, diametro de la boquilla = 1,2 mm. Después del
revestimiento, las perlas se fluidizaron adicionalmente durante 10 min y subsiguientemente se curaron en una estufa
durante 24 h a 60°C.

Almiddn de guisantes se dispersé en agua purificada a 65-75°C (5% p/p). Dispersion acuosa de etilcelulosa (15% p/p
de contenido en sélidos) se plastificé durante 24 h con 25% de TEC (p/p, referido al contenido en sdlidos de la
dispersion). Las dispersiones de almidon de guisantes y etilcelulosa se mezclaron a la temperatura ambiente a la
siguiente relacion: 1:2 (polimero:polimero; p:p). La mezcla se agité durante 6 h antes del revestimiento. Los nucleos
de granulos cargados con farmaco se revistieron en un dispositivo de revestimiento de lecho fluidizado equipado con
un inserto de Wurster (Strea 1; Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Suiza) hasta alcanzar una ganancia de peso de 20%
(p/p). Los parametros del proceso eran como sigue: temperatura de entrada = 39 + 2°C, temperatura del producto =
40 + 2°C, tasa de atomizacion = 1,5-3 g/min, presiéon de atomizacion = 1,2 bar, diametro de la boquilla = 1,2 mm.
Después de ello, las perlas se fluidizaron adicionalmente durante 10 min y subsiguientemente se curaron en una
estufa durante 24 h a 60°C.

A. 3 Induccion de colitis y disefio del estudio

Ratas Wistar machos (250 g) se utilizaron para el estudio in vivo, el cual se realizd en un establecimiento acreditado
en el Institut Pasteur de Lille (A 35009) de acuerdo con las directrices gubernamentales (86/609/CEE). Por cada
jaula se alojaron cuatro animales, todas las ratas tenian acceso libre a agua del grifo.

Al comienzo del experimento (dia 0), las ratas de dividieron en seis grupos (5-8 animales/grupo). Dos grupos
recibieron pienso estandar (grupos testigo negativo y positivo). Los otros grupos recibieron comida con granulos de
Pentasa® (n = 8), granulos de Asacol® (n = 8), granulos revestidos con BMD:etilcelulosa (n = 8) o granulos
revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa (n = 8). Estos cuatro piensos diferentes se prepararon utilizando la
técnica de “mezcla de piensos”. Todos los sistemas se afiadieron para obtener una dosis de 5-ASA de 150
mg/kg/dia.

En el dia 3, la colitis se indujo como sigue: las ratas fueron anestesiadas durante 90-120 min utilizando pentobarbital
(40 mg/kg) y recibieron una administracion intrarrectal de TNBS (250 pl, 20 mg/rata) disueltos en una mezcla 1:1 de
una disolucién acuosa de NaCl al 0,9% con etanol al 100%. Ratas testigo (testigo negativo) recibieron una
administracion intrarrectal del vehiculo solamente (mezcla 1:1 de una disoluciéon acuosa de NaCl al 0,9% con etanol
al 100%). Los animales fueron sacrificados 3 dias después de la administracion intrarrectal de TNBS o de vehiculo
(dia 6).

A.4. Verificacion macroscépica e histoldgica de colitis

Indicaciones macroscépicas e histolégicas de colitis se evaluaron a ciegas por parte de dos investigadores. Una
muestra de colon situada precisamente 4 cm por encima del canal anal se utilizé para la evaluacién histoldgica de
acuerdo con los criterios de Ameho. Esta graduacién en una escala del 0 al 6 tiene en cuenta el grado de infiltrado
de inflamacion, la presencia de erosion, ulceracion, o necrosis, y la profundidad y extension en superficie de las
lesiones.

A.5 Estadistica

Todas las comparaciones se analizaron utilizando el ensayo no paramétrico (Mann-Whitney). Las diferencias se
evaluaron estadisticamente significativas si el valor P era < 0,05.

B. Resultados y discusion

La colitis inducida por TNBS mejora mediante el tratamiento con granulos revestidos con BMD:etilcelulosa y granulos
revestidos con almidon de guisantes:etilcelulosa.

Se caracterizé el desarrollo de colitis en animales sometidos a la administracion intrarrectal de TNBS. Ratas testigo
(grupo testigo negativo), sacrificadas 3 dias después de la administracion intrarrectal del vehiculo solo (una mezcla
1:1 de una disolucion acuosa de NaCl al 0,9% con etanol al 100%) no tenia lesiones macroscépicas en el colon
(Figura 22A). En contraposicién, se indujo una colitis grave en una fase tan temprana como 3 d después de la
administracion de TNBS (Figura 22B). Al nivel histoldégico no se detectaron anormalidades en ratas testigo (Figura
24: testigo = grupo testigo negativo). En contraposicion, 3 dias después de la administracion de TNBS, la histologia
del colon se caracterizd por grandes zonas de ulceracion con un infilirado neutrofilico, extendiéndose la necrosis
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profundamente en la capa muscular (Figura 24: TNBS). El colon de animales tratados con granulos revestidos con
BMD:etilcelulosa mostré una reduccion significativa de la lesion (Figura 22). Los resultados eran similares para ratas
tratadas con granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa (datos no mostrados). Ademas de ello,
utilizando la puntuacién Ameho (Figura 29) se estudiaron los efectos de tratamientos con granulos de Pentasa®,
granulos de Asacol®, granulos revestidos con BMD:etilcelulosa y granulos revestidos con almidén de
guisantes:etilcelulosa sobre lesiones de colon inducidas por TNBS. Ratas con colitis, no tratadas, se investigaron por
motivos de comparacién. Se obtuvieron efectos 6ptimos con granulos revestidos con BMD:etilcelulosa y con granulos
revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa. Tres dias después de la induccion de la colitis se observd una
disminucion significativa en la puntuacion de lesiones macroscépicas en ratas que habian recibido granulos
revestidos con BMD:etilcelulosa y granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa comparados de forma
preventiva con ratas no tratadas con colitis. Paralelamente a la inflamacién macroscépica, el analisis histoldgico
confirmé también diferencias principales entre animales tratados con: (i) TNBS por via intrarrectal, (i) TNBS por via
intrarrectal y granulos de Pentasa® por via oral, (iii) TNBS por via intrarrectal y granulos de Asacol® por via oral, (iv)
TNBS por via intrarrectal y granulos revestidos con BMD:etilcelulosa por via oral, y (v) TNBS por via intrarrctal y
granulos revestidos con almidén de guisantes:etilcelulosa por via oral (Figura 24). Esto quedo reflejado por una
disminucion significativa de la puntuacién de inflamacion segun Ameho a los 3 d después de la administracion de
TNBS (Figura 23). Claramente, la administraciéon de granulos revestidos con BMD:etilcelulosa y de granulos
revestidos con almidon de guisantes:etilcelulosa redujo las lesiones inflamatorias que consistian en pequefios
infiltrados inflamatorios polimérficos, edema limitado y pequefias lesiones de necrosis focales (Figura 24). El
engrosamiento de la pared del colon con un infiltrado inflamatorio predominante en la lamina propria, y la necrosis
que se extienden profundamente en la capa muscular y serosal son evidentes en el caso del tratamiento con TNBS,
TNBS y granulos de Pentasa® y TNBS y granulos de Asacol®.

Estos resultados demuestran claramente la eficacia de los nuevos revestimientos de pelicula propuestos para la
liberacion dirigida en el colon in vivo.

Tabla 1:

Sujetos sanos Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa
Numero 10 11 5
Edad media 40 +/- 15 32 +/-12 36 +/- 20
Media de recuentos totales {log UFC/g] 9,88 +/- 0,48 9,15 +/- 1,30 9,88 +/- 0,57
Numero de cepas 28 34 14
Media 2,8 3,1 2,8
Anaerobios
Bacteroides 9 10 3
Prevotella 2 2 2
Fusobacterium 3 3 2
Veillonella 0 0 1
Costridium 0 5 1
Bifidobacterium 9 3 1
Otros bastones Gram + 3 2 2
Cocos Gram + 1 2 0
Aerobios
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Sujetos sanos Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa

Enterobacteria 1 3 2
Escherichia coli 1 2 1
Citrobacter freundii 0 2 1
Lactobacillus 0 2 0
Streptococcus 0 2 0
Media de recuentos agar McConkey 6,30 +/- 1,19 7,16 +/- 1,48 8,01 +/- 1,06

Numero de cepas 10 14 8
Escherichia coli 10 6 4
E. coli lac- 0 1 0
Citrobacter freundii 0 3 1
Klebsiella pneumoniae 0 1 1
Klebsiella oxyloca 0 2 0
Enterobacter cloacae 0 1 0
Otros bastones Gram - 0 0 1
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Tabla 2
Relaciéon de mezcla Resistencia a la puncion + Alargamiento a la Energia a la rotura +
(s), MPa rotura % (s), % (s), MJ/m?
MD 1:2 0,34 £ (0,05) 0,43 + (0,08) 0,012 £ (0,005)
1:3 0,36 + (0,09) 0,57 % (0,05) 0,014 + (0,006)
1:4 0,43 + (0,07) 0,53 + (0,04) 0,011 £ (0,003)
1:5 0,42 + (0,11) 0,58 + (0,07) 0,015 £ (0,009)
PS HP-PG 1:2 0,45 + (0,04) 0,55 + (0,09) 0,016 + (0,008)
1:3 0,40 + (0,03) 0,53 % (0,07) 0,012 + (0,007)
1:4 0,42 + (0,09) 0,60 + (0,09) 0,016 + (0,008)
1:5 0,50 + (0,08) 0,60 + (0,05) 0,020 + (0,004)
MS7 A-PG 1:2 0,78 + (0,09) 0,63 + (0,02) 0,061 + (0,005)
1:3 0,84 + (0,05) 0,67 + (0,08) 0,065 + (0,009)
1:4 0,85 + (0,04) 0,66 + (0,07) 0,070 £ (0,011)
1:5 0,87 + (0,05) 0,75 + (0,02) 0,073 + (0,006)
MS6 A-PG 1:2 0,60 + (0,01) 0,50 + (0,07) 0,052 + (0,002)
1:3 0,52 + (0,05) 0,75 % (0,10) 0,068 + (0,008)
1:4 0,76 + (0,02) 0,82 + (0,04) 0,077 + (0,006)
1:5 0,77 + (0,03) 0,81 + (0,06) 0,075 £ (0,010)
MS6 HP-PG 1:2 0,53 + (0,07) 0,72 + (0,05) 0,053 £ (0,010)
1:3 0,64 + (0,03) 0,81 £ (0,07) 0,066 + (0,009)
1:4 0,63 + (0,02) 0,82 + (0,07) 0,062 + (0,009)
1:5 0,87 + (0,03) 0,77 + (0,05) 0,070 £ (0,010)
Tabla 3:
Segmento Gl simulado Tiempo de exposicion Medio de liberacion pH
Estémago 2h HCI 0,1 M 1,2
Duodeno 0,5h Tampon fosfato (Farm. Eu. 5) 55
Yeyuno-ileon 9h Tampén fosfato (Farm. USP 30) 6,8
Intestino ciego 0,5h Tampoén fosfato (Farm. USP. 30) 6,0
Coldn proximal 6h Tampon fosfato (Farm. USP. 30) 7,0
Colon distal 18 h Tampén fosfato (Farm. USP. 30) 7,4
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REIVINDICACIONES

1.- Una forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada para la liberaciéon controlada de un ingrediente
activo, que comprende un ingrediente activo revestido en una mezcla polimérica de:

o al menos un polimero insoluble en agua y

o una composicion de almidén que comprende al menos un componente seleccionado del grupo que
consiste en un almidén que tiene un contenido en amilosa de entre 25 y 45%, teniendo un almidén
modificado un contenido en amilosa de entre 50 y 80% y un almidén de legumbres.

2.- La forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende un nucleo, estando el ingrediente activo dispersado o disuelto en el nuicleo.

3.- La forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde
la relacion composicion de almidon:polimero insoluble en agua oscila entre 1:2'y 1:8.

4.- La forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde la composiciéon de almidén exhibe un contenido en amilosa entre 25 y 45%,
expresandose este porcentaje en peso seco con respecto al peso seco de almidén presente en dicha composicion.

5.- La forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde la composicion de almidén comprende al menos un almidén de legumbres o
cereales.

6.- La forma de dosificacion de suministro de liberacion controlada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde la composicion de almidén comprende al menos un almidon modificado, estando
estabilizado dicho almidén modificado.

7.- La forma de dosificacion de suministro de liberacién controlada de acuerdo con las reivindicaciones 2 a 6, en
donde el nucleo tiene un nivel de revestimiento de 5% a 30%.

8.- La forma de dosificacion de suministro de liberacién controlada de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el
nucleo tiene un nivel de revestimiento de 10% a 20%.

9.- La forma de dosificacion de suministro de liberacidon controlada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en donde la mezcla polimérica comprende un plastificante, preferiblemente en un contenido
entre 25% y 30% p/p referido al contenido en polimero insoluble en agua.

10.- La forma de dosificacion de suministro de liberacién controlada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, en donde el polimero insoluble en agua se selecciona del grupo que consiste en polimeros de
ésteres acrilicos y/o metacrilicos, polimeros o copolimeros de acrilato o metacrilato, poli(ésteres vinilicos),
poli(acetatos de vinilo), ésteres de acido poliacrilico, copolimeros de butadieno-estireno, copolimeros de metacrilato-
éster, etilcelulosa, acetato-ftalato de celulosa, poli(acetato-ftalato de vinilo), goma laca, copolimeros de acido
metacrilico, acetato-trimelitato de celulosa, ftalato de hidroxipropil-metilcelulosa, zeina, acetato de almidén.

11.- La forma de dosificacion del suministro de liberacion controlada de acuerdo con la reivindicacion 9 o la
reivindicacion 10, en donde el plastificante es un plastificante soluble en agua, seleccionandose preferiblemente el
plastificante del grupo que consiste en polioles, ésteres organicos, aceites o glicéridos, lecitina de soja, solos o0 como
una mezcla de uno con otro.

12.- La forma de dosificacion del suministro de liberacién controlada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha forma de dosificacion de suministro de liberacién controlada es una forma de
dosificacion en multiparticulas.

13.- Un método para preparar una forma de dosificacién de suministro de liberaciéon controlada para la liberacién
controlada de un ingrediente activo en el colon de pacientes con un desequilibrio en la microflora del colon o en el
colon de sujetos sanos, segun se reivindica en las reivindicaciones 1 a 12, comprendiendo dicho método:

O formar una mezcla polimérica de:
e al menos un polimero insoluble en agua y

e una composicion de almidén que comprende al menos un componente seleccionado del grupo
que consiste en un almidén que tiene un contenido en amilosa de entre 25 y 45%, teniendo un
almidén modificado un contenido en amilosa de entre 50 y 80% y un almidén de legumbres,
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O revestir dicho ingrediente activo en la mezcla polimérica.
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Puntuaciones Ameho

Figura 23

Puntuaciéon Ameho

Designa una p=1 entre Asacol® y colitis inducida por TNBS

Designa una p=0,57 entre Pentasa® y colitis inducida por TNBS

Designa una p=0,0038 entre granulos revestidos con BMD:EC y colitis inducida por
TNBS

Designa una p=0,024 entre granulos revestidos con almidén de guisantes:EC y colitis
inducida por TNBS

Designa una p=0,006 entre granulos revestidos con BMD:EC y Pentasa®

Designa una p=0,016 entre granulos revestidos con almidén de guisantes:EC y
Pentasa®
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