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DESCRIPCION.
Formulaciones de analogos de GLP-1.

La presente invencion se refiere a precursores de formulaciones (preformulaciones) para la generacion in situ de
composiciones para la liberacién controlada de agentes activos, tales como el péptido 1 similar al glucagén (GLP-1)
y/o analogos del mismo, y a métodos de tratamiento con tales formulaciones. En particular, la invencion se refiere a
preformulaciones de componentes anfifilos y al menos un GLP-1 o un agente activo analogo para aplicacion paren-
teral, que experimentan una transicion de fases después de la exposicion a fluidos acuosos, tales como corporales,
formando de esta manera una matriz de liberacién controlada.

Muchos agentes bioactivos que incluyen productos farmacéuticos, nutrientes, vitaminas y otros, tienen una "ventana
funcional". Es decir, hay un intervalo de concentraciones por encima del cual se puede observar que estos agentes
proporcionan cierto efecto biolégico. Cuando la concentracién en la parte apropiada del cuerpo (por ejemplo, local-
mente o tal como se demuestra mediante la concentracién en suero) desciende por debajo de un cierto nivel, no se
puede atribuir ningun efecto beneficioso al agente. Analogamente, generalmente hay un nivel de concentracién v por
encima del cual no se obtiene ningun beneficio adicional al aumentar la concentracion. En algunos casos, el aumen-
to de la concentracion por encima de un nivel determinado da lugar a efectos no deseables o incluso peligrosos.

Algunos agentes bioactivos tienen una semivida biol6gica prolongada y/o una amplia ventana funcional y, por tanto,
se pueden administrar ocasionalmente, manteniendo una concentracién bioldgica funcional a lo largo de un periodo
de tiempo sustancial (por ejemplo, desde 6 horas a varios dias). En otros casos, la tasa de eliminacién es elevada
y/o la ventana funcional es estrecha y, por tanto, para mantener una concentracion biolégica dentro de esta ventana,
son necesarias dosis regulares (o incluso continuas) de cantidades pequefas. Esto puede ser particularmente dificil
cuando son deseables o0 necesarias vias de administracion no orales (por ejemplo, administracion parenteral), ya
que la autoadministracion puede ser complicada y, por tanto, causar molestias y/o poca colaboracion del paciente.
En estos casos, seria ventajoso que una administracion Unica proporcionara el agente activo a un nivel terapéutico a
lo largo del periodo completo durante el cual es necesaria la actividad.

El péptido 1 similar al glucagén (GLP-1) es una potente hormona glucorreguladora que se libera desde las células L
intestinales a la circulacién, como respuesta a la ingestién de nutrientes y a estimulos neurales y endocrinos. Estruc-
turalmente, el GLP-1 es un péptido de 37 aminoacidos con un PM de 4,2 KDa, que tiene una secuencia altamente
conservada entre diferentes especies.

El GLP-1 esta implicado en la modificacién de la homeostasis de la glucosa a través de acciones que incluyen la po-
tenciacion de la secrecién de insulina estimulada con glucosa y la biosintesis y la supresion de la secrecién de glu-
cagén, el vaciamiento gastrico y la ingesta de alimentos. La capacidad de GLP-1 para estimular la secrecion de insu-
lina e inhibir la liberacion de glucagén, depende de la glucosa; por lo que el riesgo de hipoglucemia con una adminis-
tracion de GLP-1 es bajo. EI GLP-1 también incrementa la masa de células beta en modelos preclinicos de diabetes,
a través de mecanismos que incluyen la estimulacién de la proliferacion de células beta y la neogénesis y la inhibi-
cién de la apoptosis de células beta. Los estudios en animales y seres humanos indican que el GLP-1 también pue-
de desempeniar un papel protector en el sistema cardiovascular.

Las acciones combinadas de GLP-1 han generado un interés considerable en el uso de este péptido como un agen-
te terapéutico para el tratamiento de la diabetes de tipo 2. Sin embargo, el potencial terapéutico del GLP-1 natural
esta limitado por tener una semivida muy corta en plasma (menos de 2 minutos). Esto se debe tanto a una rapida in-
activacion a través de la enzima proteolitica dipeptidil peptidasa (DPP-1V) y el aclaramiento renal. Por consiguiente,
se han desarrollado analogos de GLP-1 de accion prolongada y resistentes a DPP-IV para uso clinico, incluyendo
exenatida (Byetta, Amylin-Lilly), liraglutida (Novo Nordisk), CJC-1131 (ConjuChem), AVE010 (Zealand Pharma - Sa-
nofi-Aventis), LY548806 (Lilly) y TH-0318 (TheraTechnologies). Todos ellos son productos que se administran una o
dos veces al dia; un producto de exenatida de liberacién controlada (una semana) (Exenatida LAR Alkermes-
Amlylin-Lilly) esté actualmente en investigacion clinica. Estos miméticos de GLP-1 se unen a receptores de GLP-1
con una afinidad similar y producen acciones bioldgicas idénticas a las del GLP-1 natural, pero son resistentes a la
inactivacion mediada con DPP-IV y al aclaramiento renal. Estos compuestos son capaces de ejercer mas actividad
sostenida similar a GLP-1 durante periodos de tiempo mas largos in vivo. Un enfoque terapéutico alternativo para
prolongar la accion del GLP-1 natural, es inhibir la actividad de DPP-IV, evitando de este modo la degradacién de
GLP-1. Varios agentes activos por via oral que inhiben la actividad de DPP-1V, también se estan evaluando para el
tratamiento de la diabetes de tipo 2.

Las estructuras y las secuencias de GLP-1 y algunos conocidos analogos se muestran a continuaciéon, comenzando
con dos formas naturales equipotenciales. Se utiliza un sistema simple para describir fragmentos y analogos de
GLP-1. Por ejemplo, Arg®*-GLP-1(7-37) designa un analogo de GLP-1 obtenido formalmente a partir de GLP-1 me-
diante la eliminacion de los residuos de aminoacidos nimeros 1 a 6 y substituyendo el residuo de aminoacido de
origen natural en la posicion 34 (Lys) por Arg.

GLP-1(7-37) natural (humano):
His’-Ala-Glu-Gly'*-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp'°-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu®’-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala®®-Lys-Glu-Phe-lle-Ala®-Trp-
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Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly*’

Natural (humano):

GLP-1(7-36)amida

NovoNordisk (Liraglutida)
Arg*Lys®-(N-¢-(y-Glu(N-a-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37)

Conjuchem (CJC-1131)
D-Ala®Lys®’-(2-(2-(2-maleimidopropionamido(etoxi)etoxi)acetamida))-GLP-1(7-37)
Sanofi-Aventis/Zealand (AVE-010 (ZP10))

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-
Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys

Eli Lilly (Exenatida)

His’-Gly-Glu-Gly'®-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp '*-Leu-Ser-Lys-GIn-Met?-Glu-Glu-Glu-Ala-Val*®>-Arg-Leu-Phe-lle-Glu®-Trp-
Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro*’-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser

Tal y como se usa en la presente memoria, "GLP-1 natural" indica GLP-1(7-37) humano y/o GLP-1(7-36)amida
humano y los términos "liraglutida”, "CJC-1131", "AVE-010" y "exenatida" se utilizan para indicar los ingredientes ac-
tivos respectivos anteriores, incluyendo sus sales fisiolégicamente aceptables, ésteres y derivados, cuando el con-
texto lo permita.

Con respecto a la administracion, trastornos tales como la diabetes de tipo-2 son permanentes, y cualquier régimen
de tratamiento implicara tipicamente una terapia a largo plazo, continua, durante periodos de meses o anos. Las te-
rapias actualmente disponibles con GLP-1 son tipicamente inyectables que requieren la administracién aproxima-
damente dos veces al dia durante el periodo de tratamiento. En general, esto lo realizara el paciente mediante auto-
administracion. Puesto que inyecciones frecuentes durante un largo periodo de tiempo no son una estrategia de ad-
ministracion 6ptima, un objetivo evidente para los usuarios de GLP-1 es beneficiarse de formulaciones de liberacién
sostenida, de accion prolongada, que se podrian administrar con mucha menos frecuencia.

El Gnico producto de GLP-1 con accién prolongada conocido por estar en desarrollo, es exenatida LAR, desarrollado
gracias a la colaboracion de Alkermes, Amylin y Lilly. Se utiliza el sistema de administracién de Medisorb® de Alker-
mes que consiste en microesferas de polimeros biodegradables. El sistema de liberacion comprende una formula-
cién en microesferas de polimero poli(DL-lactida) (PDLL), suspendida en agua, que atrapa el analogo de GLP-1,
exenatida.

Formulaciones de polimeros en microesferas se deben administrar generalmente por medio de una aguja de tamano
considerable, tipicamente de calibre 20 o mayor. Esto es necesario, como resultado de la naturaleza de los sistemas
de dosificacién de polimeros utilizados que tipicamente son suspensiones de polimeros. Evidentemente, seria una
ventaja proporcionar un sistema de baja viscosidad, tal como una solucion homogénea, una dispersion de particulas
finas, o una fase Ly, que se pudiera administrar facilimente a través de una aguja fina, reduciendo de este modo la
incomodidad del paciente durante el procedimiento. En el caso de la diabetes de tipo 2, esta comodidad en la admi-
nistracion es particularmente importante porque la mayoria de los pacientes tienen actualmente un régimen de auto-
administracion. Proporcionar una formulacién de liberacion sostenida con una duracion de unos pocos dias, pero en
la que la administracion es lo suficientemente compleja para requerir el tratamiento de un profesional sanitario, no
sera en todos los pacientes una ventaja sobre la autoadministracién dos veces al dia, y es probable que sea mas
costosa. Proporcionar una formulacion que aporta una duracién suficientemente larga como para justificar la consul-
ta de un profesional sanitario para la administracién y/o una preparacién que se puede autoadministrar, y reducir el
tiempo de preparacion de los profesionales sanitarios o de los pacientes antes de la administracién real, son todas
ellas cuestiones muy importantes.

Los polimeros de poli-lactato, poli-glicolato y poli-lactato-co-glicolato utilizados tipicamente para degradar formula-
ciones de liberacion lenta, y que se utilizan en el Unico producto conocido de liberacién sostenida de GLP-1, también
son la causa de una cierta irritacién en al menos algunos pacientes. En particular, estos polimeros contienen tipica-
mente una cierta proporcion de impurezas de acido acético, que puede irritar el sitio de inyeccion durante la adminis-
tracién. Cuando el polimero se descompone, el acido lactico y el acido glicélico son los productos de degradacion,
de manera que se causa una irritacion adicional. Como resultado de los efectos combinados de la administracién
con una aguja de gran calibre y el contenido en agentes irritantes, la molestia en el sitio de administracion y la for-
macién de tejido cicatricial conectivo son mayores de lo que seria deseable.

Desde el punto de vista de la administracion de farmacos, las composiciones de depdsito de polimeros generalmen-
te tienen la desventaja de aceptar solo cargas relativamente bajas de farmaco y tener un perfil de liberacion de "au-
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mento brusco/retardo”. La naturaleza de la matriz polimérica, especialmente cuando se aplica como una solucién o
un prepolimero, provoca un aumento brusco inicial de la liberacion del farmaco cuando la composicion se administra
por primera vez. Esto es seguido por un periodo de liberacion baja, mientras que comienza la degradacion de la ma-
triz, seguido finalmente por un incremento de la tasa de liberacion hasta el perfil sostenido deseado. Este perfil de li-
beracion con aumento brusco/retardo puede causar que la concentracion in vivo de agente activo aumente brusca-
mente por encima de la ventana funcional inmediatamente después de la administracion, y luego caiga de nuevo por
debajo de la ventana funcional durante el periodo de retardo, antes de alcanzar una concentracion funcional soste-
nida durante un periodo de tiempo. Evidentemente, desde un punto de vista funcional y toxicolégico, este perfil de li-
beracion rapida/retardo no es deseable y podria ser peligroso. También puede limitar la concentracién en equilibrio,
lo que puede ser debido al peligro de efectos adversos en el punto "maximo". La presencia de una fase de retardo,
puede requerir ademas una dosificacion suplementaria con inyecciones repetidas durante el periodo de puesta en
marcha de un tratamiento de depdsito, con el fin de mantener una dosis terapéutica, mientras que las concentracio-
nes de agentes activos proporcionadas desde el deposito son subfuncionales.

Evidentemente, en el caso de analogos de GLP-1, es importante que el periodo "de aumento rapido", inmediatamen-
te después de la administracion, no sea tan pronunciado que cause una hipoglucemia en el sujeto. GLP-1 es mucho
mas seguro a este respecto que la insulina, pero ensayos clinicos de algunos analogos de GLP-1 han mostrado
efectos hipoglucémicos con formulaciones de liberacién no sostenida, y la dosis inyectada cuando una formulacion
se disefia para permanecer durante varias semanas, sera proporcionalmente mayor. Por tanto, seria una ventaja
considerable reducir al minimo el efecto inmediato de “aumento rapido” después de la administracion de una compo-
sicion analoga de GLP-1.

La preparacion de microesferas y suspensiones de PLGA es, ademas, una dificultad considerable con ciertos siste-
mas de deposito existentes. En particular, dado que las perlas son particulas, y los polimeros obstruyen las mem-
branas, en general no se pueden filtrar de forma estéril y, ademas, dado que el copolimero de PLGA funde a
aproximadamente 40°C, no se pueden tratar térmicamente para esterilizar. Como resultado, todo un proceso com-
plejo de preparacion se debe llevar a cabo con condiciones de esterilidad elevada.

Otras cuestiones con microesferas de polimeros biodegradables incluyen la reconstitucion del complejo antes de la
inyeccion y la estabilidad limitada durante el almacenamiento, debido a la agregacion y a la degradacion del sistema
de administracion y/o del agente activo.

Los presentes inventores han establecido ahora que proporcionando una preformulacién que comprende ciertos
componentes anfifilos, por lo menos un analogo de GLP-1 y un disolvente biolégicamente tolerable, en una fase de
baja viscosidad, tal como una solucién molecular, se puede generar una preformulacion abordando muchas de las
deficiencias de las formulaciones de depdsitos conocidas, y que se pueden aplicar para proporcionar un deposito de
analogos de GLP-1. En particular, la preformulacién es facil de preparar, se puede filtrar de forma estéril, tiene baja
viscosidad (lo que permite una administracion sencilla y menos dolorosa, tipicamente a través de una aguja fina),
permite que se incorpore un nivel elevado de agente bioactivo (permitiendo, por lo tanto, potencialmente utilizar una
menor cantidad de composicién), requiere una inyeccion menos profunda y/o una forma una composicion de deposi-
to no laminar deseada in vivo que tiene un perfil de liberacion controlable de "aumento rapido" o "sin aumento rapi-
do". Las composiciones se forman también a partir de materiales no tdxicos, biotolerables y biodegradables, que se
pueden administrar por via i.m., 0 s.c., y son adecuados para la autoadministracién.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona de este modo una preformulacién que comprende una
mezcla de baja viscosidad de:

a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;

b) al menos un fosfolipido;

¢) al menos un disolvente organico biocompatible, (preferiblemente que contiene oxigeno);
d) al menos un analogo de GLP-1.

en donde la preformulacion forma, o es capaz de formar, al menos una estructura en fase cristalina liquida después
de establecer contacto con un fluido acuoso.

En una realizacién preferida, esta preformulacion comprendera una mezcla de baja viscosidad de:
a) al menos un diacil-glicerol,

b) al menos una fosfatidil-colina;

c) al menos un disolvente organico que contiene oxigeno;

d) al menos un analogo de GLP-1;

en donde la preformulacion forma, o es capaz de formar, al menos una estructura en fase cristalina liquida después
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de la puesta en contacto con un fluido acuoso.

Generalmente, el fluido acuoso sera un fluido corporal, particularmente un fluido extravascular, un fluido extracelu-
lar/liquido intersticial o plasma, y la preformulacién formara una estructura en fase cristalina liquida cuando se ponga
en contacto con dicho fluido (por ejemplo, in vivo). La preformulacion de la invencién generalmente no contiene nin-
guna cantidad significativa de agua antes de la administracion.

En un segundo aspecto de la invencién, se proporciona también un método de administracién de un andlogo de
GLP-1 a un cuerpo humano o de un animal no humano (preferiblemente de mamifero), comprendiendo este método
la administracion parenteral (p. €j., i.m. o preferiblemente s.c.) de una preformulacién que comprende una mezcla de
baja viscosidad de:

a

R

al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;
c

d

al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contiene oxigeno);

_ = =

al menos un analogo de GLP-1;

para formar al menos una estructura en fase cristalina liquida después de la puesta en contacto con un fluido acuoso
in vivo, después de la administracion. Preferiblemente, la preformulacion administrada con este método es una pre-
formulacion de la invencion, tal y como se describe en esta memoria.

En un aspecto adicional, la presente invencién también proporciona un método para la preparacién de una composi-
cién de depésito cristalina liquida, que comprende exponer una preformulacién que comprende una mezcla de baja
viscosidad de:

a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;

b) al menos un fosfolipido;

c¢) al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contiene oxigeno);
d) al menos un analogo de GLP-1;

a un fluido acuoso in vivo.

Preferiblemente, la preformulacién administrada es una preformulacion de la presente invencién, tal y como se des-
cribe en esta memoria.

En un aspecto adicional, la presente invencidn proporciona un procedimiento para la formacion de una preformula-
cién adecuada para la administracion de un agente bioactivo a un sujeto (preferiblemente mamifero), comprendiendo
dicho procedimiento formar una mezcla de baja viscosidad de:

a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;
c) al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contiene oxigeno);

y disolver o dispersar al menos un analogo de GLP-1 en la mezcla de baja viscosidad, o en al menos uno de los
componentes a, b o ¢, antes de formar la mezcla de baja viscosidad. Preferiblemente, la preformulacién asi formada
es una formulacion de la invencion, tal y como se describe en esta memoria.

En todavia otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de una mezcla de baja viscosidad de:
a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;

b) al menos un fosfolipido;

c) al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contiene oxigeno);

d) al menos un analogo de GLP-1;

en la preparacion de una preformulacion para uso en la administracion mediante liberacién sostenida de dicho ana-
logo de GLP-1, en donde dicha preformulacién es capaz de formar al menos una estructura en fase cristalina liquida,
después de la puesta en contacto con un fluido acuoso.

La invencién también proporciona el uso de una composicion analoga de GLP-1, tal y como se describe en la pre-
sente memoria, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la diabetes, especialmente la diabetes
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de tipo Il, o para el tratamiento médico o cosmético del exceso de peso corporal y/o la obesidad. En el caso de tra-
tamiento médico, la composicién se administra tipicamente a un sujeto que requiera un tratamiento médico (por
ejemplo, que tiene diabetes, obesidad o exceso de peso corporal). En el caso de tratamiento cosmético, el sujeto
puede que no tenga una necesidad médica identificable del tratamiento, pero, por ejemplo, puede tener un indice de
masa corporal en el intervalo de ligeramente sobrepeso o normal superior, 0 normal, en donde el beneficio de una
pérdida de peso es en gran parte cosmético o solo cosmético y no médico.

En todavia un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para el tratamiento de un sujeto ma-
mifero humano o no humano, que tenga necesidad del mismo, con un analogo de GLP-1, comprendiendo dicho mé-
todo administrar a dicho sujeto una preformulacién que comprende una mezcla de viscosidad baja de:

a

R

al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;
c

d

al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contiene oxigeno);

_ = =

al menos un analogo de GLP-1.

Preferiblemente, el método de tratamiento es un método para el tratamiento de al menos un trastorno seleccionado
entre diabetes, diabetes de tipo |, diabetes de tipo Il, exceso de peso corporal y obesidad.

La invencién proporciona ademas un método de tratamiento que comprende la administracion de una composicion
analoga de GLP-1, tal y como se describe en esta memoria, especialmente a un sujeto que la requiera. El método de
tratamiento es particularmente para el tratamiento de la diabetes, especialmente la diabetes de tipo Il.

En otro aspecto adicional, la presente invencion proporciona el uso de:

a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;

b) al menos un fosfolipido;

c¢) al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contiene oxigeno);
d) al menos un analogo de GLP-1;

en la preparacion de un medicamento con una preformulacion de baja viscosidad para uso en la formacion in vivo de
un depésito para el tratamiento de la diabetes de tipo I, la diabetes de tipo Il, el exceso de peso corporal y/o la obe-
sidad.

En todos los aspectos de la presente invencion, los componentes a)-c) seran preferentemente:
a) al menos un diacil lipido neutro y/o al menos un tocoferol;

b) al menos una fosfatidilcolina;

¢) al menos un disolvente organico que contiene oxigeno;

Las preformulaciones de la presente invencion son muy ventajosas porque son estables durante un almacenamiento
prolongado en su forma de "lista para la administracién” final. Por ello, se pueden proveer sin problemas para admi-
nistrar, ya sea a través de profesionales sanitarios o los pacientes o sus cuidadores, que no tienen por qué ser pro-
fesionales sanitarios con formacién completa y pueden no tener la experiencia o la capacidad para preparar prepa-
raciones complejas. Esto es particularmente importante en enfermedades de larga duracién, de efecto lento, tales
como la diabetes.

En un aspecto adicional, la presente invencidén proporciona un dispositivo desechable para la administracion (que
también incluye un componente de dispositivo) cargado previamente con una dosis medida de una preformulacion
de la presente invencion. Dicho dispositivo contendra tipicamente una dosis Unica lista para la administracion, y ge-
neralmente estara envasado de forma estéril, de manera que la composicion se almacena dentro del dispositivo has-
ta la administracién. Los dispositivos adecuados incluyen cartuchos, ampollas y particularmente jeringas y tubos de
jeringas, con agujas integradas o con ajustes adecuados convencionales (por ejemplo, de tipo Luer), adaptados para
incorporar una aguja desechable adecuada.

Los dispositivos cargados previamente de la invencion también pueden estar incluidos adecuadamente en un kit de
administracion, formando también dicho kit un aspecto adicional de la invencién. En un aspecto adicional, la inven-
cién proporciona de este modo un kit para la administracién de al menos un analogo de GLP-1, conteniendo dicho kit
una dosis medida de una formulacion de la invencion y opcionalmente un dispositivo de administracién o un compo-
nente del mismo. Preferiblemente, la dosis se conservara dentro del dispositivo o el componente, que sera adecuado
para una administracién por via i.m., o preferiblemente s.c. Los kits pueden incluir componentes adicionales para la
administracion, tales como agujas, hisopos, etc., y opcional y preferiblemente contienen instrucciones para la admi-
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nistracion. Tales instrucciones se refieren tipicamente a la administracién por una via tal y como se describe en esta
memoria y/o para el tratamiento de una enfermedad indicada anteriormente en este documento.

La invencion proporciona un dispositivo de administracion cargado previamente, tal y como se describe en esta me-
moria y un kit, tal y como se indica en la presente memoria, que comprenden una composicion analoga de GLP-1 tal
y como se describe en la presente memoria.

En un aspecto alternativo de la presente invencion, el "kit" puede contener al menos dos recipientes, el primero que
contiene una mezcla de baja viscosidad de los componentes a) a c¢), tal y como se describen en esta memoria, y el
segundo que contiene una dosis medida de al menos un analogo de GLP-1, tal y como se describe en esta memo-
ria. Un "kit de dos componentes" tal, puede comprender GLP-1 en polvo en un vial o una jeringa cargada previamen-
te y la formulacion lipidica de los componentes a) a ¢) en un segundo vial o jeringa cargada previamente. En el caso
de dos jeringas, antes de la inyeccion, las jeringas cargadas previamente estan conectadas y el GLP-1 en polvo se
mezcla con la formulacion lipidica moviendo los cuerpos de las jeringas hacia adelante y hacia atras, formando una
suspension de GLP-1 que se inyecta. Alternativamente, la formulacién lipidica liquida (a) a c) se extrae de un vial, o
se carga previamente en una jeringa, y se inyecta en un vial que contiene GLP-1 en polvo. Esta formulacion se pue-
de mezclar posteriormente a mano agitando, o con otro método de reconstitucion adecuado (por ejemplo, un mez-
clador vortex, etc.).

En este aspecto, la invencion proporciona por lo tanto un kit de dos componentes que comprende

i) un primer recipiente que contiene una mezcla de baja viscosidad de los componentes a) a c¢), tal y como se descri-
ben en esta memoria;

i) un segundo recipiente que contiene al menos un anélogo de GLP-1,

iii) opcional y preferiblemente al menos uno entre:
1) al menos una jeringa (que puede ser uno o ambos de dichos primer y segundo recipientes);
2) una aguja para la administracion, tal como las descritas en esta memoria;

3) instrucciones para generar una composicion de la invencién a partir de los contenidos del primer y el se-
gundo recipiente;

4) instrucciones para la administracién, para formar de este modo un depésito tal y como se describe en la
presente memoria.

Las formulaciones de la presente invencion generan una fase cristalina liquida no laminar, después de la administra-
cion. El uso de estructuras en fases no laminares (tales como las fases cristalinas liquidas) en la administracion de
agentes bioactivos, esta ahora relativamente bien establecido. Tales estructuras se forman cuando un compuesto se
expone a un disolvente, porque el compuesto anfifilo tiene grupos polares y apolares que se agrupan para formar
regiones polares y apolares. Estas regiones pueden solubilizar eficazmente compuestos polares y apolares. Ade-
mas, muchas de las estructuras formadas por compuestos anfifilos en disolventes polares y/o apolares, tienen un
area muy considerable de limite polar/apolar, en donde otros compuestos anfifilos pueden ser adsorbidos y estabili-
zados. Los compuestos anfifilos también se pueden formular para proteger, al menos en cierta medida, a los agen-
tes activos de medios bioldgicos circundantes agresivos, incluyendo enzimas, y de ese modo proporcionar un control
ventajoso sobre la estabilidad y la liberacion del agente activo.

La formacién de regiones no laminares en los diagramas de fase anfifilo/agua, anfifilo/aceite y anfifilo/aceite/agua,
es un fenémeno bien conocido. Estas fases incluyen fases cristalinas liquidas, tales como fases cubicas P, cubicas
D, cubicas G y hexagonales, que son liquidas a nivel molecular pero que muestran un orden significativo de largo al-
cance, y la fase L3 que comprende un reticulado bicontinuo interconectado de forma multiple de laminas bicapas
que no son laminares pero que carecen del orden de largo alcance de las fases cristalinas liquidas. Dependiendo de
la curvatura de las laminas anfifilas, estas fases pueden ser descritas como normales (curvatura media hacia la re-
gion apolar) o inversas (curvatura media hacia la region polar).

Las fases cristalinas liquidas no laminares y las fases L3 son sistemas termodinamicamente estables. Es decir, no
son simplemente un estado meta-estable que se separara y/o reformara en forma de capas, fases laminares o simi-
lares, sino que son la forma termodinamica estable de la mezcla de lipido/disolvente.

Es importante que las preformulaciones de la invencién no sean cristalinas liquidas antes de la administracién debi-
do a que la masa de la fase cristalina liquida es generalmente muy viscosa. Las preformulaciones son por lo tanto
formulaciones de baja viscosidad, no cristalinas liquidas que experimentan un cambio de fase después de la admi-
nistracion para formar una masa cristalina liquida. Ejemplos particularmente preferidos de mezclas de baja viscosi-
dad son soluciones moleculares y/o fases isotropicas tales como las fases L2 y/o L3. Tal y como se ha descrito ante-
riormente, la fase L3 es una fase no laminar de laminas interconectadas que tiene cierta estructura de fase pero ca-
rece del orden de rango de largo alcance de una fase cristalina liquida. A diferencia de las fases cristalinas liquidas,
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que generalmente son muy viscosas, las fases L3 son de baja viscosidad. Obviamente, las mezclas de fase L3 y so-
lucion molecular y/o particulas de fase L3 suspendidas en una solucién molecular en masa de uno o varios compo-
nentes, son también adecuadas. La fase L2 es la denominada fase "micelar inversa" o microemulsion. Las mezclas
de baja viscosidad mas preferidas son soluciones moleculares, fases L3 y mezclas de las mismas. Las fases L2 son
menos preferidas, excepto en el caso de fases L, expandidas, tal y como se describen a continuacion.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresiéon "mezcla de baja viscosidad" se utiliza para indicar una mezcla que
se puede administrar facilmente a un sujeto y, en particular, se administra facilmente por medio de una disposicion
convencional de jeringa y aguja. Esta puede estar indicada, por ejemplo, por la capacidad para ser dispensada des-
de una jeringa desechable de 1 ml, a través de una aguja de pequeiio calibre. Preferiblemente, las mezclas de baja
viscosidad se pueden dispensar a través de una aguja de calibre19 awg, preferiblemente de calibre menor a 19, mas
preferiblemente una aguja de calibre 23 awg (o incluso mas preferiblemente calibre 27) mediante presiéon manual. En
una realizacion particularmente preferida, la mezcla de baja viscosidad debe ser una mezcla capaz de pasar a través
de una membrana de filtracion estéril convencional, tal como un filtro para jeringa de 0,22 pm. Un intervalo tipico de
viscosidades adecuadas seria, por ejemplo, de 0,1 a 5000 mPas, preferiblemente de 1 a 1000 mPas a 20°C.

Se ha observado que mediante la adicion de pequefias cantidades de disolvente de baja viscosidad, tal y como se
indica en la presente memoria, se puede proporcionar un cambio muy significativo en la viscosidad. Por ejemplo, la
adicién de solo 5% de disolvente a una mezcla de lipidos puede reducir 100 veces la viscosidad y la adicién de 10%
puede reducir la viscosidad hasta 10.000 veces. A fin de lograr este efecto sinérgico no lineal, de reduccién de la
viscosidad, es importante que se emplee un disolvente con una viscosidad adecuadamente baja y una polaridad
apropiada. Tales disolventes incluyen los descritos en la presente memoria mas adelante.

La presente invencidn proporciona una preformulacién que comprende los componentes a, b, ¢ y al menos un ana-
logo de GLP-1, tal y como se indica en la presente memoria. Las cantidades de estos componentes estaran tipica-
mente en el intervalo de 30-70% de a), 30-60% de b) y 0,1-20% de c), con el analogo de GLP-1 presente en 0,01% a
10%, (tal como 40-70% de a), 30-60% de b) y 0,1-10% de c), con el analogo de GLP-1 presente en 0,1% a 10%).
Todos los % estan en % en peso en toda la memoria, a menos que se indique lo contrario. Las formulaciones pue-
den consistir esencialmente solo en estos componentes y, en un aspecto, consistir enteramente en tales componen-
tes. Los intervalos preferibles para el componente a) son 33-60% (por ejemplo, 43-60%), particularmente 35-55%
(por ejemplo, 45-55%) y los intervalos preferibles del componente b) son 33-55% (por ejemplo, 35-55%), particular-
mente 35-50% (por ejemplo, 40 a 50%).

Las relaciones de a:b son tipicamente de 40:60 a 70:30, preferiblemente de 45:55 a 60:40 y mas preferiblemente de
48:52 a 55:45. Las relaciones de aproximadamente 50:50 son muy eficaces.

La cantidad de componente c) disolvente en la preformulacién tendra un efecto considerable sobre varias caracteris-
ticas. En particular, la viscosidad y la tasa (y duracion) de la liberacion se alteraran significativamente con el nivel de
disolvente. La cantidad de disolvente serda, por tanto, al menos suficiente para proporcionar una mezcla de baja vis-
cosidad, pero se determinara adicionalmente con el fin de proporcionar la tasa de liberacién deseada. Esta se puede
determinar por métodos de rutina considerando los Ejemplos siguientes. Normalmente, un nivel de 0,1 a 20%, espe-
cialmente de 0,1 a 10% de disolvente proporcionara una liberacion y unas propiedades de viscosidad adecuadas.
Este sera preferiblemente de 2 a 15% (por ejemplo, de 2 a 8%) y una cantidad de aproximadamente 5% es altamen-
te eficaz.

El descubrimiento notable de los presentes inventores es que la proporcion de disolvente en la formulacién se puede
utilizar para "ajustar" el perfil de liberacién de ciertos agentes activos durante los primeros dias de liberacién. En par-
ticular, con agentes activos adecuados, aunque todas las formulaciones de la invencién tienen un efecto de "aumen-
to brusco/retardo" sorprendentemente bajo (de hecho, puede que no haya periodo de retardo en absoluto), y se al-
canza un nivel de liberacion estable al cabo de pocos dias (por ejemplo, 5 dias, preferiblemente 3 dias, mas preferi-
blemente 1 dia) desde la inyeccion, si se requiere una liberacion de "aumento brusco/inicial del agente activo en los
primeros 1-2 dias, entonces esta se puede proporcionar incrementando la proporcion de disolvente hasta la region
superior del intervalo indicado anteriormente. En contraste, en la zona media a inferior del intervalo, se proporciona
una formulacion que proporciona un depdsito esencialmente sin aumento brusco y una rapida caida hasta el nivel de
liberacion estable. El experto en la técnica no tendra dificultades para identificar los agentes activos para los que es
adecuado este "ajuste”, en particular, los agentes activos que se pueden disolver en la formulacién para formar una
solucion homogénea, son tipicamente muy adecuados, mientras que aquellos que se dispersan muestran en general
un menor efecto.

Por tanto, en una realizacion, la presente invencién proporciona formulaciones y depdsitos que contienen aproxima-
damente de 0,1 a 6% en peso de componente c¢) y que tienen poca liberacion del compuesto activo durante los pri-
meros dias después de la administracién ("sin perfil de aumento brusco”). En una realizacion alternativa, la presente
invencién proporciona formulaciones y depdsitos que contienen aproximadamente de 6,5 a 10% en peso de compo-
nente c) y que tienen una liberacién inicial mas elevada del compuesto activo durante los primeros dias después de
la administracion ("perfil de aumento brusco").

Hay una cierta realizacién de la presente invencién en la que se pueden tolerar proporciones mayores de agua. Esto
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es cuando el agua esta presente como parte del componente disolvente, en combinacién con un componente ¢ adi-
cional miscible en agua (disolvente Unico o mezcla). En esta realizacion, puede estar presente hasta 20%, preferi-
blemente hasta 10% en peso de agua, siempre que también esté presente al menos 3% en peso, preferiblemente al
menos 5% y mas preferiblemente al menos 7% en peso del componente ¢, que el componente ¢ sea miscible en
agua y que la preformulacién resultante siga siendo no viscosa y que, por lo tanto, no forme una fase cristalina liqui-
da. Generalmente, la relacién en peso entre el componente c) disolvente organico y el agua sera de entre 20:80 y
80:20, preferiblemente de 30:70 a 70:30 y mas preferiblemente de 35:65 a 65:35. En una realizacion, la proporcion
es de al menos 50% de disolvente. Los disolventes mas adecuados para emplear con agua en este aspecto de la in-
vencion, incluyen etanol, alcohol isopropilico, NMP, acetona y acetato de etilo.

La liberacion inicial baja ("sin perfil de aumento brusco") de agente activo se define como la que el area por debajo
de una concentracion en plasma frente al tiempo, durando la curva las primeras 24 horas, es menor que 15% del
area por debajo de la curva para la curva completa (medida o extrapolada desde tiempo 0 hasta infinito, o desde
tiempo 0 hasta el valor del Gltimo punto de muestreo), mas preferentemente menor que 10% y lo mas preferente-
mente menor que 7%. Ademas, la disminucion hasta los niveles de meseta de la concentracion plasmatica después
del pico inicial debe ser rapida, de tal manera que la meseta se alcanza en 48 horas, mas preferiblemente en 24
horas, y lo mas preferido en 12 horas. Por el contrario, una liberacion inicial elevada ("perfil de aumento brusco") es
tal que mas del 15% de agente activo se libera en 24 horas y mas preferiblemente mas del 20% se libera durante las
primeras 24 horas. La disminucién hasta la meseta no se producira hasta después de 36 horas, mas preferiblemente
después de 48 horas y mas preferiblemente después de 72 horas. Es preferible que cada uno de estos perfiles se
combine con un rapido asentamiento de la concentracion de agente activo en plasma hasta el nivel de "meseta". Por
ejemplo, la concentracion en plasma después de 10 dias no debe ser mas del 50% superior 0 menor que la concen-
tracion promedio de los dias 5 a 20. Preferiblemente, no sera mas del 30% y mas preferiblemente no mas del 20%.

Tal y como se ha indicado anteriormente, la cantidad de componente ¢ en las preformulaciones de la invencién sera
al menos suficiente para proporcionar una mezcla de baja viscosidad (por ejemplo, una solucién molecular, véase
mas arriba) de los componentes a, b y ¢, y se determinara facilmente para cualquier combinacién particular de los
componentes mediante métodos convencionales. EI comportamiento de fases en si, se puede analizar mediante
técnicas tales como la observacion visual en combinacion con microscopia de luz polarizada, resonancia magnética
nuclear y microscopia electrénica de criotransmision (crio-TEM) para buscar soluciones, fases L2 o L3 o fases crista-
linas liquidas o, como en el caso de cryoTEM, fragmentos dispersos de tales fases. La viscosidad se puede medir di-
rectamente por medios convencionales. Tal y como se ha descrito anteriormente, una viscosidad practica apropiada
es aquella que se puede manejar eficazmente con una jeringa y particularmente se puede filtrar de forma estéril. Es-
to se evaluara facilmente tal y como se indica en la presente memoria.

El componente "a", tal y como se indica en esta memoria, es al menos un diacilglicerol (DAG) y por lo tanto tiene dos
grupos de “cola” no polares. Los dos grupos no polares pueden tener el mismo nimero o un namero diferente de
atomos de carbono y cada uno puede estar saturado o insaturado independientemente. Ejemplos de grupos no pola-
res incluyen grupos alquilo y alquenilo Ce-Cs2, que estan presentes normalmente como ésteres de acidos carboxili-
cos de cadena larga. Estos se describen frecuentemente por referencia al nimero de atomos de carbono y el nime-
ro de insaturaciones en la cadena carbonada. Por tanto, CX:Z indica una cadena hidrocarbonada que tiene X ato-
mos de carbono y Z insaturaciones. Entre los ejemplos se incluyen en particular los grupos caproilo (C6:0), capriloilo
(C8:0), caprilo (C10:0), lauroilo (C12:0), miristoilo (C14:0), palmitoilo (C16:0), fitanoilo (C16:0), palmitoleoilo (C16:1),
estearoilo (C18:0), oleoilo (C18:1), elaidoilo (C18:1), linoleoilo (C18:2), linolenoilo (C18:3), araquidonoilo (C20:4),
behenoilo (C22:0) y lignoceroilo (C24:9:). Por tanto, las cadenas no polares tipicas estan basadas en los acidos gra-
sos de lipidos ésteres naturales, que incluyen los acidos caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, fita-
nico, palmitdlico, estearico, oleico, elaidico, linoleico, linolénico, araquidénico, behénico o lignocérico, o los alcoholes
correspondientes. Las cadenas no polares preferidas son acido palmitico, estearico, oleico y linoleico, particularmen-
te el &cido oleico.

Las mezclas de cualquier cantidad de diacil lipidos se pueden utilizar como componente c. Preferiblemente, este
componente incluird al menos una porcion de dioleato de glicerol (GDO). Un ejemplo muy preferido es el DAG que
comprende al menos 50%, preferiblemente al menos 80%, e incluso comprende sustancialmente 100% de GDO.

Puesto que GDO vy otros diacilgliceroles son productos obtenidos a partir de fuentes naturales, en general, hay una
cierta proporcién de lipido "contaminante" que tiene otras longitudes de cadena, etc. En un aspecto, el GDO tal y
como se usa en la presente invencion, es el que se emplea para indicar cualquier calidad comercial de GDO con im-
purezas acompanantes (es decir, GDO de pureza comercial). Estas impurezas se pueden separar y eliminar median-
te purificacion, pero siempre y cuanto la calidad es compatible, esto rara vez es necesario. Sin embargo, si es nece-
sario, el "GDO" puede ser GDO esencialmente de pureza quimica, como GDO al menos 80% puro, preferentemente
al menos 85% puro y, mas preferentemente, al menos 90% puro.

El componente "b" en la presente invencion es por lo menos una fosfatidil-colina (PC). Como con el componente a,
este componente comprende un grupo de cabeza polar y al menos un grupo de cola no polar. La diferencia entre los
componentes a y b se encuentra principalmente en el grupo polar. Las porciones no polares, por lo tanto, se pueden
obtener convenientemente a partir de acidos grasos o alcoholes correspondientes, considerados anteriormente para
el componente a. Como con el componente a), la PC tendra dos grupos no polares.
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La porcion de fosfatidil-colina, que es incluso mas adecuada que cualquier porcion de diacilglicerol, se puede obte-
ner a partir de una fuente natural. Las fuentes adecuadas de fosfolipidos incluyen huevo, corazén (por ejemplo, bo-
vino), cerebro, higado (por ejemplo, bovino) y fuentes vegetales, que incluyen la soja. Estas fuentes pueden propor-
cionar uno o varios constituyentes del componente b, que pueden comprender cualquier mezcla de fosfolipidos. Se
puede utilizar cualquier PC aislada o mezcla de PCs de estas o de otras fuentes, pero las mezclas que comprenden
de PC de soja o PC de huevo, son muy adecuadas. El componente de PC contiene preferiblemente al menos 50%
de PC de soja o PC de huevo, mas preferiblemente al menos 75% de PC de soja o PC de huevo y lo mas preferible
PC de soja o PC de huevo esencialmente pura.

Puesto que las preformulaciones de la invencién se van a administrar a un sujeto para la liberacion controlada de un
agente activo analogo de GLP-1, es importante que los componentes sean biocompatibles. En este sentido, las pre-
formulaciones de la presente invencion son altamente ventajosas ya que la PC y los DAGs son bien tolerados y se
descomponen in vivo en componentes que estan presentes naturalmente en el cuerpo de un mamifero.

Una combinacién particularmente preferida de los componentes a y b es GDO con PC, especialmente GDO con PC
de soja.

El componente "c" de las preformulaciones de la invencién es un disolvente organico que contiene oxigeno. Puesto
que la preformulacion es para generar una composicion de depésito después de la administracién (por ejemplo, in
vivo), tras el contacto con un fluido acuoso, es deseable que este disolvente sea tolerado por el sujeto y sea capaz
de mezclarse con el fluido acuoso, y/o difundir o disolver la preformulacién en el fluido acuoso. Por lo tanto, se pre-
fieren los disolventes que tienen al menos una solubilidad en agua moderada.

En una version preferida, el disolvente es tal que una adicién relativamente pequena a la composicion que compren-
de a y b, es decir, preferiblemente por debajo del 10%, proporciona una gran reduccion de la viscosidad, de un or-
den de magnitud o superior. Tal y como se describe en la presente memoria, la adicién de 10% de disolvente puede
proporcionar una reduccién de dos, tres o incluso cuatro 6rdenes de magnitud en la viscosidad, frente a la composi-
cién exenta de disolvente, incluso si esa composicion es una solucién o una fase L, que no contiene disolvente, o un
disolvente inadecuado tal como agua o glicerol.

Los disolventes tipicos adecuados para el uso como componente c, incluyen al menos un disolvente seleccionado
entre alcoholes, cetonas, ésteres (incluyendo las lactonas), éteres, amidas y sulféxidos. Los alcoholes son especial-
mente adecuados y forman la clase preferida de disolventes. Ejemplos de alcoholes adecuados incluyen etanol, iso-
propanol, alcohol bencilico y glicerol-formal. El etanol es el mas preferido. Los monooles se prefieren a los dioles y
polioles. Cuando se emplean dioles o polioles, es preferiblemente en combinacién con una cantidad por lo menos
igual de monool o de otro disolvente preferido. Ejemplos de cetonas incluyen acetona y carbonato de propileno. Los
éteres adecuados incluyen éter dietilico, glicofurol, éter monoetilico de dietilenglicol, dimetilisobarbida y polietilengli-
coles. Los ésteres adecuados incluyen acetato de etilo, benzoato de bencilo y acetato de isopropilo y el sulfuro de
dimetilo es adecuado como disolvente de sulfuros. Las amidas adecuadas incluyen n-metil-pirrolidona (NMP), 2-
pirrolidona y dimetilacetamida (DMA). Los sulféxidos incluyen metilsulfoxido y dimetilsulféxido (DMSO).

Una combinacion muy preferida es PC de soja, GDO y etanol.

Es preferible que poco o nada del componente ¢ contenga hidrocarburos sustituidos con halégeno, ya que estos
tienden a tener una biocompatibilidad menor. Cuando es necesaria una porcion de disolvente halogenado, tal como
diclorometano o cloroformo, esta proporciéon generalmente se reducira al minimo.

El componente c, tal y como se utiliza en esta memoria, puede ser un solo disolvente o una mezcla de disolventes
adecuados, pero generalmente sera de baja viscosidad. Esto es importante porque uno de los aspectos clave de la
presente invencién es que proporciona preformulaciones que tienen baja viscosidad y una funcién principal de un di-
solvente adecuado es reducir esta viscosidad. Esta reduccion sera una combinacion del efecto de la menor viscosi-
dad del disolvente y el efecto de las interacciones moleculares entre el disolvente y la composicion lipidica. Una ob-
servacion de los presentes inventores es que los disolventes que contienen oxigeno de baja viscosidad descritos en
la presente memoria, tienen interacciones moleculares altamente ventajosas e inesperadas con las partes lipidicas
de la composicién, proporcionando de este modo una reduccién no lineal de la viscosidad con la adicion de un pe-
queno volumen de disolvente.

La viscosidad del componente c disolvente de "baja viscosidad" (disolvente Gnico o mezcla) no debe ser normalmen-
te superior a 18 mPas a 20°C. Esto es, preferiblemente, no mas de 15 mPas, mas preferiblemente no mas de 10
mPas y lo mas preferible, no mas de 7 mPas a 20°C.

Una ventaja adicional de las presentes preformulaciones es que se puede incorporar en el sistema un mayor nivel de
agente bioactivo. En particular, mediante una eleccién apropiada de los componentes a-c (especialmente c), se pue-
den disolver o suspender niveles elevados de agente activo en las preformulaciones. Esto permite una reduccion del
volumen administrado y, por tanto, menos incomodidad para los sujetos.

Las preformulaciones de la presente invencion tipicamente no contienen cantidades significativas de agua. Puesto
que es esencialmente imposible eliminar todo rastro de agua de una composicién lipidica, esto se debe tomar como
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una indicacién de que solamente existen trazas minimas de agua, ya que no se pueden eliminar facilmente. Tal can-
tidad sera generalmente menor de 1% en peso, preferiblemente menor de 0,5% en peso de la preformulacion. En un
aspecto preferido, las preformulaciones de la invencion no contienen glicerol, etilenglicol o propilenglicol y no contie-
nen mas una cantidad residual de agua, tal y como se acaba de describir.

Las preformulaciones de la presente invencion contienen uno o varios analogos de GLP-1 u otro agente activo (véa-
se mas abajo) (que estan incluidos en cualquier referencia a "agentes activos" en la presente memoria). Puesto que
GLP-1 es una hormona peptidica, los analogos tipicos de GLP-1 seran péptidos, especialmente de aproximadamen-
te 30 aminodcidos, por ejemplo, de 20 a 45, especialmente de 25 a 38. Preferiblemente, dichos péptidos estaran re-
lacionados estructuralmente con GLP-1 y/o uno o varios de los analogos conocidos, incluidos los enumerados en es-
ta memoria. Los péptidos pueden contener solo los aminoacidos seleccionados a partir de los 20 a-amino&cidos in-
dicados en el codigo genético, o0 mas preferiblemente pueden contener sus isémeros y otros aminoacidos naturales
y no naturales, (generalmente aminoacidos a, 3 0 y) y sus analogos y derivados. Los aminoacidos preferidos inclu-
yen los mencionados anteriormente, como constituyentes de los analogos de GLP-1 conocidos.

Los derivados de aminoacidos son especialmente Utiles en los extremos terminales de los péptidos, en donde el
grupo amino terminal o carboxilato terminal puede estar sustituido por o con cualquier otro grupo funcional, tal como
hidroxi, alcoxi, carboxi, éster, amida, tio, amido, amino, alquilamino, di o tri-alquilamino, alquilo (entendiéndose en
toda la presente memoria alquilo C4-C12, preferiblemente alquilo C4-Cg, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropi-
lo, n-butilo, iso, sec o t-butilo, etc.), arilo (por ejemplo, fenilo, bencilo, naftilo, etc.) u otros grupos funcionales, prefe-
rentemente con al menos un heteroatomo y que tienen preferiblemente no mas de 10 atomos en total, mas preferi-
blemente no méas de 6.

Por "analogo de GLP-1", tal y como se emplea en esta memoria, se indica cualquier agonista del receptor de GLP-1
(o menos preferiblemente, antagonista), incluyendo las formas naturales de GLP-1, ya sea en humanos o de cual-
quier otra especie. Estos analogos son preferiblemente péptidos, derivados de péptidos o miméticos de péptidos.
Los agonistas de GLP-1 obtenidos a partir de péptidos son los mas preferidos, tales como los indicados anteriormen-
te y especialmente GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida, liraglutida, AVE-010 (ZP10), exenatida y TH0318.

En una realizacién tipica, el analogo de GLP-1 generalmente se formulard como 0,02 a 12% en peso del total de la
formulacion. Los valores tipicos seran de 0,1 a 10%, preferiblemente de 0,2 a 8% y mas preferiblemente de 0,5 a
6%. Un contenido en analogo de GLP-1 de aproximadamente de 0,3-5% es el mas preferible.

En una realizacion relacionada, el analogo de GLP-1 generalmente se formulara como 0,01 a 12% en peso del total
de la formulacioén. Los valores tipicos seran de 0,05 a 10%, preferiblemente de 0,1 a 8% y mas preferiblemente de
0,2 a 6%. Un contenido en analogo de GLP-1 de aproximadamente 1-5% es el mas preferible.

Las dosis del analogo de GLP-1 adecuado para su inclusion en la formulacion, y por lo tanto, el volumen de la formu-
lacién utilizada dependera de la tasa de liberacion (tal y como se controla, por ejemplo, por el tipo de disolvente y la
cantidad utilizada) y la duracién de la liberacion, asi como el nivel terapéutico deseado, la actividad del agente espe-
cifico y la tasa de aclaramiento del agente activo particular elegido. Tipicamente, una cantidad de aproximadamente
0,05 a 10 mg por semana de duracién del depoésito, preferiblemente de 0,1 a 8 mg por semana de duracién con una
duracion de 1 a 24 semanas, preferiblemente de 2 a 16 (por ejemplo, 12) semanas. Una dosis total de 0,05 a 250
mg por dosis podria ser adecuada para proporcionar un nivel terapéutico de entre 7 y 168 dias. Esta sera preferen-
temente de 0,1 a 192 mg, por ejemplo, de 0,2 a 160 mg, de 0,1 a 1,6 mg, de 20 a 160 mg, etc. Evidentemente, la es-
tabilidad del agente activo y la linealidad de la tasa de liberacion implicaran que la relaciéon de la carga con la dura-
cion puede no ser una relacion lineal. Un depdsito administrado cada dia 30 podria tener, por ejemplo, 0,2 a 20 mg o
un deposito de 90 dias podria tener 60 a 120 mg de agente activo, tal como uno de los analogos de GLP-1 indicados
en la presente memoria. Evidentemente también, la semivida biolégica del agente activo especifico tendra una im-
portancia particular. La semivida de GLP-1 humano natural (GLP-1(7-37) y GLP-1(7-36)amida), que es un agente ac-
tivo preferido, es inferior a 5 minutos, y por ello para la liberacién sostenida se necesitara una cantidad relativamente
grande (por ejemplo, hacia el extremo superior del intervalo). Para un analogo tal como exenatida, con una semivida
mucho mas larga, la cantidad necesaria sera evidentemente menor.

Es una mejora notable de las presentes formulaciones que GLP-1 humano natural (GLP-1(7-37) y GLP-1(7-
36)amida) se pueden preparar y administrar en un precursor de depésito de la presente invencion, y proporcionara
una liberacién controlada a lo largo de varios dias o incluso semanas, a pesar de la semivida biol6gica muy corta del
agente activo. Un rendimiento tan alto en la administracién de un agente activo con semivida corta, no se conoce y
no se ha descrito ningun sistema de deposito lipidico capaz de una liberacion sostenida de GLP-1 humano natural.
Asi, en una realizacién, el agente activo tiene una semivida de menos de 1 hora, por ejemplo, menos de 15 minutos
(tal como GLP-1(7-37)) y la preformulacién forma un deposito que proporciona una liberacion sostenida durante al
menos 7 dias, preferiblemente al menos 14 dias, méas preferiblemente al menos 28 dias.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, las composiciones (preformulaciones y depo-
sitos resultantes) pueden incluir al menos un agente de fragmentacion de poli(6xido de etileno) o polietilenglicol
(PEG) biocompatible, tal como un lipido y/o un tensioactivo injertado con PEG. Estos agentes son Utiles en todas las
composiciones, y se cree que incrementan la estabilidad del analogo de GLP-1, incluso a concentraciones bajas. En
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una realizacién particularmente ventajosa, sin embargo, pueden ser muy Utiles para proporcionar depdsitos con una
duracion mas corta (por ejemplo, de 5 a 30 dias, especialmente de 7 a 21 dias). Esto es porque un componente tal
tenderéa a fragmentar el depdésito en fragmentos mas pequenos in situ'y, por lo tanto, la degradacién del depdésito no
solo sera por biodegradacién, sino también por erosion "fisica", lo que permite una liberacion mas rapida (pero toda-
via sin ninguna liberacion significativa por aumento brusco).

Si se incluye en la formulacion, el contenido en un componente de agente de fragmentacion tal, seria de 0,1-20%,
mas preferiblemente de 0,5-18% y lo mas preferiblemente de 1-15%. En particular, de 0,1 a 1% (preferiblemente de
0,2 a 0,7%) es particularmente Util para estabilizar el analogo de GLP-1, y de 1 a 15%, preferiblemente de de 5 a
10% es beneficioso para controlar el periodo de liberacién del depésito. Otra ventaja de incluir un agente de frag-
mentacion es que puede ser beneficioso desde un punto de vista de uso crénico. Los usuarios de productos de de-
posito de analogo de GLP-1, tipicamente son aquellos que probablemente seran usuarios a largo plazo, y un dep0ési-
to tal se erosiona mas rapidamente y, por lo tanto, el depoésito se disolvera mas rapido en el sitio de la inyeccion,
permitiendo volver a utilizar el sitio mas pronto y causar una menor acumulacion de tejido conectivo alrededor de los
sitios de la inyeccién. Ademas, la inclusion de tal agente puede incluso mejorar la ya buena biotolerabili-
dad/biocompatibilidad.

El agente de fragmentacién mas preferido es polisorbato 80 (P80). Otros agentes Utiles incluyen otros polisorbatos
(por ejemplo, polisorbato 20), fosfolipidos PEGilados (lipidos-PEG, tales como DSPE-PEG(2000), DSPE-PEG(5000),
DOPE-PEG(2000) y DOPE-PEG(5000)), Solutol HS 15, acidos grasos PEGilados (por ejemplo, oleato-PEG), copo-
limeros de bloque tales como Pluronic™ F127 y Pluronic® F68, derivados etoxilados de aceite de ricino (por ejemplo,
cremoforos), ésteres de glicerilo de acidos grasos PEGilados (tales como TMGO-15 de Nikko Chemicals) y tocofero-
les PEGilados (tales como succinato de d-alfa tocoferil polietilenglicol 1000, conocido como Vitamina E TPGS de
Eastman).

El GLP-1 en forma de polvo (por ejemplo, en el kit de la invencion), asi como GLP-1 disuelto en la formulacion lipidi-
ca, pueden ganar estabilidad (tanto en almacenamiento como in vivo) mediante ciertos aditivos estabilizantes. Tales
aditivos incluyen azlcares (por ejemplo, sacarosa, trehalosa, lactosa, etc.), polimeros (por ejemplo, polioles tales
como carboxi metil celulosa), pequefias cantidades de agentes tensioactivos (por ejemplo, P80 — véase mas arriba),
antioxidantes (tales como acido ascoérbico, EDTA y acido citrico), aminoacidos (tales como metionina, glutamato, lisi-
na, etc.) y lipidos anidénicos y agentes tensioactivos (tales como dioleoil fosfatidil glicerol (DOPG), palmitoiloleoil fos-
fatidilglicerol (POPQG) y acido oleico (OA)).

Las preformulaciones de la presente invencion se formulan para ser administradas parenteralmente. Esta adminis-
tracién no sera generalmente un método intravascular, sino preferiblemente sera por via subcutanea, intracavitaria o
intramuscular. Tipicamente, la administracion sera mediante inyeccion, en donde este término se usa en esta memo-
ria para indicar cualquier método en el que se hace pasar la formulacion a través de la piel, tal como mediante una
aguja, un catéter o un inyector sin aguja.

La administracion parenteral preferida es por inyeccion i.m. o s.c., mas preferiblemente por inyeccion s.c. profunda.
Una caracteristica importante de la composicién de la invencion es que se puede administrar tanto por via i.m. como
s.C. y otras vias, sin toxicidad o efectos locales significativos. También es adecuada para la administracion intracavi-
taria. La inyeccion s.c. profunda tiene la ventaja de ser menos profunda y menos dolorosa para el sujeto que la in-
yeccioén i.m. (profunda), utilizada para algunos depoésitos actuales y es técnicamente mas adecuada en el presente
caso, ya que combina comodidad de la inyeccion con poco riesgo de efectos colaterales locales. Los presentes in-
ventores han observado sorprendente que las formulaciones proporcionan una liberacién sostenida del agente activo
durante un periodo de tiempo predecible, mediante inyeccién subcutanea e intramuscular. Por tanto, esto permite
que el sitio de la inyeccién varie ampliamente y permite la dosis que se va a administrar sin considerar detallada-
mente la profundidad del tejido en el sitio de la inyeccion.

Las preformulaciones de la presente invencion proporcionan composiciones de depdsito no laminares cristalinas li-
quidas, tras la exposicion a fluidos acuosos, especialmente in vivo. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion
"no laminar" se utiliza para indicar una fase cristalina liquida, normal o inversa (tal como una fase cubica o hexago-
nal) o la fase L3 o cualquier combinacién de las mismas. La expresion cristalina liquida indica todas las fases crista-
linas liquidas hexagonales, todas las cubicas y/o todas las mezclas de las mismas. Hexagonal, tal y como se usa en
esta memoria, indica hexagonal "normal" o "inversa" (preferiblemente inversa) y "clbica" indica cualquier fase crista-
lina liquida clbica, a no ser que se especifique lo contrario.

Para muchas combinaciones de lipidos, solo existen ciertas fases no laminares, o existen en cualquier estado esta-
ble. Es una caracteristica sorprendente de la presente invencién que composiciones tal y como las que se describen
en la presente memoria, muestran frecuentemente fases no laminares que no estan presentes con muchas otras
combinaciones de componentes. En una realizacion particularmente ventajosa, por tanto, la presente invencion se
refiere a composiciones que tienen una combinacién de componentes para los que existe una region de fases I, y/o
L cuando se diluyen con un disolvente acuoso. La presencia o ausencia de tales regiones se puede comprobar fa-
cilmente con cualquier combinacién particular, mediante una simple dilucion de la composicion con disolvente acuo-
so y el estudio de las estructuras de fases resultantes mediante los métodos descritos en la presente memoria.
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En una realizaciéon muy ventajosa, las composiciones de la invenciéon pueden formar una fase l> o una fase mixta
que incluye una fase Iz, después de la puesta en contacto con agua. La fase |, es una fase cristalina liquida cubica
inversa que tiene regiones acuosas discontinuas. Esta fase es particularmente ventajosa en la liberacion controlada
de agentes activos y especialmente en combinaciéon con agentes activos polares, tales como agentes activos solu-
bles en agua, porque los dominios polares discontinuos evitan una rapida difusion de los agentes activos. Los pre-
cursores de depdsitos en fase L, son muy eficaces en combinacion con una formacion de depésito de fase lo. Esto
es debido a que la fase L, es una fase denominada "micelar inversa" que tiene una region hidrofoba continua que
rodea los nucleos polares discretos. Ly, por lo tanto, tiene ventajas similares con agentes activos hidréfilos. En eta-
pas transitorias, después del contacto con el fluido corporal, la composiciéon puede comprender multiples fases pues-
to que la formacion de una fase superficial inicial retrasara el paso del disolvente al nucleo del depdsito, especial-
mente con administraciones de tamano sustancial de depdsitos internos. Sin estar limitado por la teoria, se cree que
esta formacion transitoria de una fase superficial, especialmente una fase superficial cristalina liquida, sirve para re-
ducir drasticamente el perfil de "aumento brusco/retardo" de las presentes composiciones, limitando inmediatamente
la tasa de intercambio entre la composicion y el medio circundante. Las fases transitorias pueden incluir (general-
mente en el orden desde el exterior hacia el centro del depdsito): Hy 0 Lg, I2, L2 y liquido (solucién). Es muy preferido
que la composicién de la invencién sea capaz de formar al menos dos, y mas preferiblemente al menos tres, de es-
tas fases simultdneamente en etapas transitorias, después del contacto con agua a temperaturas fisioldgicas. En
particular, es muy preferido que una de las fases formadas, al menos transitoriamente, sea la fase l,. Una combina-
cién adicional importante son las fases H, Lz y liquido (solucién o dispersion), que es una combinacion muy favore-
cida que coexistira después de la exposicion (de ciertas composiciones favorecidas de la invencion) a los fluidos
corporales (Hy mas exterior hasta el liquido mas interior). El lector experto no tendra ninguna dificultad en identificar
las composiciones conformes a este requisito, haciendo referencia a la descripcién y a los Ejemplos proporcionados
en este documento, pero el area de la composicion mas favorecida para este comportamiento es donde la relacion
de los componentes a:b esta en la region de igualdad (por ejemplo, aproximadamente de 35:65 a 65:35, preferible-
mente de 42:58 a 58:42, mas preferiblemente 46:54 a 54:46)

Es importante apreciar que las preformulaciones de la presente invencion son de baja viscosidad. Como resultado,
estas preformulaciones no deben estar en ninguna fase cristalina liquida de masa, ya que todas las fases cristalinas
liquidas tienen una viscosidad significativamente superior a la que se podria administrar mediante una jeringa o un
pulverizador. Las preformulaciones de la presente invencion estaran, por lo tanto, en un estado cristalino no liquido,
tal como una solucion, la fase L, o Ls, particularmente solucién o L. La fase Lo, tal y como se usa en la presente
memoria, es preferiblemente una fase L, "expandida" que contiene mas del 10% en peso de disolvente (componente
c) que tiene un efecto reductor de la viscosidad. Esto esta en contraste con un una fase L, "concentrada" o "no ex-
pandida" que no contiene disolvente, o una cantidad menor de disolvente, o que contiene un disolvente (o mezcla)
que no proporciona la disminucién de la viscosidad asociada con los disolventes que contienen oxigeno, de baja vis-
cosidad, especificados en la presente memoria.

Después de la administracion, las preformulaciones de la presente invencidén experimentan una transicion de estruc-
tura de fase desde una mezcla de baja viscosidad a una composicion de depdsito de alta viscosidad (generalmente,
adherente a los tejidos). En general, esta sera una transicion desde una mezcla molecular expandida, fase L, y/o Ls
a una o varias fases cristalinas liquidas (alta viscosidad), tales como fases cristalinas liquidas hexagonales o cubicas
normales o inversas o mezclas de las mismas. Tal y como se indicé anteriormente, las transiciones de fases adicio-
nales también pueden tener lugar después de la administracion. Obviamente, no es necesaria una transicion de fase
completa para el funcionamiento de la invencién, pero al menos una capa superficial de la mezcla administrada for-
mara una estructura cristalina liquida. En general, esta transicion sera rapida para al menos la region superficial de
la formulacién administrada (la parte que esta en contacto directo con el aire, superficies corporales y/o fluidos cor-
porales). Esto durara lo mas preferiblemente unos pocos segundos o minutos (por ejemplo, hasta 30 minutos, prefe-
riblemente hasta 10 minutos, mas preferiblemente menos de 5 minutos). El resto de la composicion puede cambiar
de fase a una fase cristalina liquida mas lentamente mediante difusion y/o al dispersarse la region superficial.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona de este modo una preformulacién tal y como se des-
cribe en la presente memoria, en la que al menos una porciéon forma una fase cristalina liquida hexagonal, después
del contacto con un fluido acuoso. La fase hexagonal asi formada se puede dispersar y/o degradar gradualmente, li-
berando el agente activo, o se puede convertir posteriormente en una fase cristalina liquida cubica, que a su vez se
dispersa gradualmente después.

Sin estar limitado por la teoria, se cree que tras la exposicion (por ejemplo, a fluidos corporales), las preformulacio-
nes de la invencion pierden parte o todo el disolvente organico incluido en las mismas (por ejemplo, por difusion) y
absorben fluido acuoso del medio circundante corporal (por ejemplo, el medio circundante in vivo) de tal manera que
al menos una parte de la formulacién genera una estructura en fase no laminar, particularmente cristalina liquida. En
la mayoria de los casos, estas estructuras no laminares son muy viscosas y no son facilmente de disolver o disper-
sar en el medio circundante in vivo. El resultado es un “dep6sito” monolitico generado in vivo con solo un area limi-
tada de exposicion a los fluidos corporales. Ademas, debido a que la estructura no laminar tiene grandes regiones
polares, apolares y limite, es muy eficaz en la solubilizacion y estabilizacion de agentes activos, tales como péptidos
y la proteccién de éstos frente a mecanismos de degradacion. Como la composicion de deposito formada a partir de
la preformulacién se degrada gradualmente durante un periodo de dias, semanas o meses, el agente activo se libera
y/o difunde gradualmente fuera de la composicion. Puesto que el medio circundante dentro de la composicion de
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depdsito esta relativamente protegido, las preformulaciones de la invencion son muy adecuadas para agentes acti-
vOs que tienen una semivida bioldgica relativamente baja (véase mas arriba).

Los sistemas de depdsito formados por las formulaciones de la presente invencion son muy eficaces para la protec-
cién del agente activo frente a la degradacion y permiten asi un periodo de liberacion prolongado. Se han llevado a
cabo ensayos comparativos entre el producto conocido PLGA de liberacion lenta y formulaciones de la presente in-
vencion que contienen GDO, PC de soja, etanol y agentes activos. Estos indican que las formulaciones de la presen-
te invencion proporcionan menos degradacion en condiciones in vivo simuladas, que las composiciones conocidas.
Las formulaciones de la invencién pueden proporcionar, por tanto, depésitos in vivo de analogos de GLP-1 que re-
quieren una sola administracion cada 7 a 360 dias (por ejemplo, 20 a 360 dias), preferiblemente 30 a 240 dias (por
ejemplo, 30 a 168 dias), mas preferiblemente 60 a 180 dias (por ejemplo, aproximadamente 90 dias). Alternativa-
mente, en una realizacion preferida adicional, las duraciones son algo méas cortas, preferiblemente 10 a 240 dias
(por ejemplo, 20 a 168 dias), mas preferiblemente de 14 a 180 dias (por ejemplo, aproximadamente 60 dias). Evi-
dentemente, un periodo de liberacion estable mas prolongado es deseable para la comodidad y la colaboracién del
paciente, asi como que exige menos tiempo de profesionales sanitarios si la composicion no se autoadministra.
Cuando la composicion es para ser autoadministrada, se puede mejorar la colaboracion del paciente con una admi-
nistracion semanal (por ejemplo, cada 7 dias) o mensual (por ejemplo, cada 28 o 30 dias), de modo el paciente no
se olvide de una administracion.

Una ventaja considerable de los precursores de depdsito de la presente invencion es que son fases homogéneas es-
tables. Es decir, se pueden almacenar durante largos periodos de tiempo (preferiblemente al menos 6 meses) a
temperatura ambiente o la temperatura del refrigerador, sin separacion de fases. A la par que proporciona un alma-
cenamiento ventajoso y una administracion sencilla, esto permite que la dosis del anadlogo de GLP-1 se seleccione
en funcién de la especie, la edad, el sexo, el peso y/o la condicion fisica del sujeto individual, mediante la inyeccién
de un volumen seleccionado. Ademas, los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que la libera-
cién inicial de agente activo (observada como Cmax), No es proporcional al volumen de la dosis, en intervalos de al
menos 10 veces en la inyeccién del volumen de muestra, mientras que la exposicién total al farmaco (observada
como AUC o concentracién plasmatica media en la meseta) es proporcional al volumen de la inyeccién. Por el con-
trario, se ha mostrado que la Cmax puede correlacionarse con el area superficial del volumen de la dosis inyectada.
Es decir, Cmax es proporcional a dos tercios de la potencia del volumen de la dosis inyectada. El aumento del volu-
men de la dosis por un factor de 10 no aumentara la Cnax 10 veces y la relacion entre Cnax ¥ la exposicion total al
farmaco (AUC o nivel de concentracion plasmatica media en la meseta) disminuira por tanto con el volumen de dosis
creciente. Esto es muy ventajoso, porque esta propiedad reduce el riesgo de alcanzar concentraciones plasmaticas
de farmaco potencialmente toxicas, incluso si la dosis total se incrementa significativamente. Como se consider6 an-
teriormente, esto puede ser un problema clave para pasar de una administracion dos veces al dia a una formulacién
de liberacion sostenida, sin provocar hipoglucemia. Incluso en situaciones en las que la dosificaciéon no es directa-
mente proporcional al volumen de inyeccion, sin embargo, la naturaleza homogénea de los precursores de depdsito
permite de forma importante una administracion parcial de una dosis previamente medida y esta administracion pue-
de realizarse tomando como referencia a una tabla de dosificacion, grafico, calculo programado, etc., que podra to-
mar en cuenta cualquiera o todas las variables pertinentes del sujeto.

La presente invencion proporciona, por tanto, métodos que comprenden la selecciéon de una cantidad de dosificacion
especifica para un individuo, en particular segun el peso del sujeto. Los medios para la seleccion de la dosis son por
el volumen de administracion.

Un descubrimiento inesperado de los presentes inventores es que las preformulaciones dan como resultado una
composicién de depdsito que tiene muy poco efecto de "aumento brusco" en el perfil de liberacién del agente activo.
Esto es inesperado ya que se podria esperar que la mezcla de baja viscosidad (especialmente si se trata de una so-
lucion) de la precomposicion perderia rapidamente el agente activo tras la exposicion a agua, de la manera que se
observa para ciertas otras formulaciones de liberacion sostenida. De hecho, las preformulaciones de la invencién
han mostrado un "aumento brusco" inicial considerablemente menor que composiciones de depoésito conocidas pre-
viamente, a base de polimeros, incluyendo composiciones de microperlas, que tienden a tener una “eliminacion por
lavado” o "enjuague" inicial del agente activo unido a la superficie o disuelto. En una realizacion, la invencion propor-
ciona de este modo preformulaciones inyectables y composiciones de depdsito resultantes, en donde la mayor con-
centracion plasmatica de agente activo después de la administracién, no es superior a 40 veces la concentracion
promedio entre 24 horas y 5 dias de la administracion. Esta relacion, preferiblemente no es superior a 25 veces y lo
mas preferiblemente, no superior a 20 veces (por ejemplo hasta 10 veces o hasta 5 veces) la concentracion prome-
dio.

Las composiciones de la invencion también permiten la generacién de composiciones de depdsito con muy poco
efecto de "retardo" después de la administracion. En una realizacién adicional, la invencion proporciona, por tanto,
preformulaciones inyectables y composiciones de depdsito resultantes, en donde la concentraciéon plasmatica de
agente activo, 7 dias después de una sola administracién, no es inferior a la concentracién plasmatica de agente ac-
tivo, 21 dias después de la administracion. Del mismo modo, la concentracién de agente activo en los primeros 21
dias, debe ser superior en todo momento a la concentracion en cualquier momento a partir de 30 dias y en adelante,
después de la administracion. Este perfil de liberacién que disminuye gradualmente no se ha mostrado previamente
para una formulacién de deposito de lipidos de liberacién lenta, con analogo de GLP-1.
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En combinacién con las caracteristicas y las caracteristicas preferidas indicadas en la presente memoria, las prefor-
mulaciones de la invencion pueden tener una o varias de las siguientes caracteristicas preferidas, independientes o
combinadas:

El componente a) comprende, consiste esencialmente o consiste preferentemente en GDO;
El componente b) comprende, consiste esencialmente o consiste preferentemente en PC de soja;

El componente ¢) comprende, consiste esencialmente o consiste preferentemente en un alcohol de 1, 2, 3 0 4 ato-
mos de carbono, preferiblemente isopropanol o0 mas preferiblemente etanol;

La preformulaciéon contiene al menos un analogo GLP-1 seleccionado entre los indicados en esta memoria, preferi-
blemente GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida, liraglutida, AVE-010, TH-0318 o exenatida;

La preformulacion tiene una viscosidad baja, tal y como se indica en la presente memoria.

La preformulacion forma una fase cristalina liquida tal y como se indica en la presente memoria, después de la ad-
ministracion in vivo.

La preformulacién genera un deposito después de la administracion in vivo, depésito que libera al menos un analogo
de GLP-1 a nivel terapéutico durante un periodo de al menos 7 dias, preferiblemente al menos 21 dias, mas preferi-
blemente al menos 30 dias.

En combinacion con las caracteristicas y las caracteristicas preferidas indicadas en la presente memoria, el(los) mé-
todo(s) de tratamiento de la presente invencién puede(n) tener una o varias de las siguientes caracteristicas preferi-
das, independientes o combinadas.

El método comprende la administracién de al menos una formulacién con una o varias caracteristicas preferidas, tal
y como se ha indicado anteriormente.

El método comprende la administracion de al menos una formulacion, tal y como se indica en la presente memoria,
por inyeccion i.m., s.c. o preferiblemente inyeccion s.c. profunda.

El método comprende la administracién por medio de un dispositivo de administracién cargado previamente, tal y
como se indica en la presente memoria.

El método comprende la administracion a través de una aguja de calibre no superior a 20, preferentemente de cali-
bre menor que 20 y lo mas preferible de calibre 23 o menor.

El método comprende una administracion Unica cada 7 a 360 dias, preferiblemente 7 a 120 dias, mas preferiblemen-
te 14 a 60 dias.

El método comprende una Unica administracion cada 14 a 180 dias, preferiblemente aproximadamente 60 dias.

En combinacién con las caracteristicas y las caracteristicas preferidas indicadas en la presente memoria, el(los)
uso(s) de las preformulaciones indicadas en la presente memoria, en la preparacién de medicamentos puede(n) te-
ner una o varias de las siguientes caracteristicas preferidas, de forma independiente o en combinacion:

El uso comprende el uso de al menos una formulacién con una o varias caracteristicas preferidas tal y como se ha
indicado anteriormente.

El uso comprende la preparacién de un medicamento para la administracién de al menos una formulacién, tal y co-
mo se indica en la presente memoria, por inyeccion i.m., s.c. o preferiblemente inyeccion s.c. profunda.

El uso comprende la preparacion de un medicamento para la administracion por medio de un dispositivo de adminis-
tracion cargado previamente, tal y como se indica en la presente memoria.

El uso comprende la preparacién de un medicamento para administrar a través de una aguja de calibre no superior a
20, preferentemente de calibre menor que 20, y lo mas preferiblemente de calibre 23 0 menor.

El uso comprende la preparaciéon de un medicamento para administrar una vez cada 7 a 360 dias, preferiblemente 7
a 120 dias, mas preferiblemente 14 a 60 dias.

En combinacion con las caracteristicas y las caracteristicas preferidas indicadas en la presente memoria, los disposi-
tivos cargados previamente de la invencién pueden tener una o varias de las siguientes caracteristicas preferidas, de
forma independiente o en combinacion:

Contienen una formulacion preferida, tal y como se indica en la presente memoria.

Comprenden una aguja de calibre menor que 20, preferentemente de calibre no superior a 23.
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Contienen una dosis Unica de 0,05 a 250 mg de analogo de GLP-1, preferiblemente de 0,1 a 100 mg y mas preferi-
blemente 1-50 mg.

Contienen GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida, TH-0318, liraglutida o AVE-010, a aproximadamente 0,05 a 250 mg.
Contienen una mezcla homogénea de una composicion de la invencion en forma lista para inyectar.

Contienen una formulacién de los componentes a) a c) para combinar con un analogo de GLP-1 formando de este
modo una preformulacién de la invencién.

Contienen un analogo de GLP-1 para combinar con una formulacién de los componentes a) a c), formando de este
modo una preformulacién de la invencién.

Contienen un volumen total para administrar de no mas de 5 ml, preferiblemente no mas de 3 ml y mas preferible-
mente no mas de 2 ml.

En combinacioén con las caracteristicas y las caracteristicas preferidas indicadas en la presente memoria, los kits de
la invencion pueden tener una o varias de las siguientes caracteristicas preferidas, de forma independiente o en
combinacion:

Contienen una formulacion preferida, tal y como se indica en la presente memoria.
Contienen un dispositivo cargado previamente, tal y como se indica en la presente memoria.
Contienen una aguja de calibre menor que 20, preferentemente de calibre no superior a 23.

Contienen una dosis Unica de 0,05 a 250 mg de analogo de GLP-1, preferiblemente de 0,1 a 100 mg y mas preferi-
blemente de 1-50 mg.

Contienen GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida, TH-0318, liraglutida o AVE-010, a aproximadamente 0,05 a 250 mg.

Contienen un "kit con dos compartimentos" que comprende por o menos dos recipientes que contienen una formu-
lacion lipidica de la invencion y un analogo de GLP-1 en polvo, respectivamente.

Contienen un volumen total para administrar no superior a 5 ml, preferiblemente no mas de 3 ml y lo mas preferible
no mas de 2 ml.

Contienen instrucciones para la administracién por una via y/o con una frecuencia, tal y como se indican en la pre-
sente memoria.

Contienen instrucciones de administracién para un uso en un método de tratamiento, tal y como se describe en la
presente memoria.

La invencion se ilustrara seguidamente de forma adicional, haciendo referencia a los siguientes Ejemplos no limitan-
tes y las Figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 muestra el perfil plasmatico de GLP-1(7-36)amida después de la administracién subcutanea de dos for-
mulaciones que comprenden GLP-1(7-36)amida y una formulacién de placebo, a ratas macho Sprague-Dawley (n =
6).

Ejemplos:

Abreviaturas utilizadas:

GLP-1 = GLP-1(7-36)amida (sal acetato) = péptido 1 similar al glucagén (PolyPeptide Laboratories, Alemania)
SPC = fosfatidil-colina de soja (Lipoid, Alemania)

EPC = fosfatidil-colina de huevo (Lipoid, Alemania)

GDO = dioleato de glicerol (Danisco, Dinamarca)

P80 = polisorbato 80 (Apoteket, Suecia)

F68 = pluronic F68 (Sigma-Aldrich, Suecia)

EtOH = etanol (Kemetyl, Suecia)

HAc = acido acético (Merck, Alemania)

BzOH = alcohol bencilico (Apoteket, Suecia)
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PG = propilenglicol (Apoteket, Suecia)

BZB = benzoato de bencilo (Apoteket, Suecia)

NMP = N-metil-pirrolidona (ISP, EE.UU.)

Asc = acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Suecia)

EDTA = &cido etilendiaminotetraacético (Sigma-Aldrich, Suecia)
DPP-IV = dipeptidil peptidasa IV

DOPG = dioleoil fosfatidil glicerol (Avanti Polar Lipids, EE.UU.)

Ejemplo 1: Disponibilidad de diversas fases cristalinas liquidas en el deposito mediante la elecciéon de la composi-
cién.

Formulaciones inyectables que contenian diferentes proporciones de fosfatidil-colina ("PC" - Lipoid S100) y dioleato
de glicerol (GDO) y como disolvente EtOH, se prepararon para ilustrar que se pueden conseguir diferentes fases
cristalinas liquidas después de equilibrar la formulacién precursora del depdésito con agua en exceso.

Las cantidades apropiadas de PC, GDO y EtOH se pesaron en viales de vidrio y la mezcla se colocé en un agitador
hasta que la PC se disolvi6 completamente para formar una solucion liquida clara. A continuacién, se anadié GDO
para formar una solucion homogénea inyectable.

Cada formulacion se inyecté en un vial y se equilibré con agua en exceso. El comportamiento de la fase fue evalua-
do visualmente y entre polarizaciones cruzadas a 25°C. Los resultados se presentan en la Tabla 1.

TABLA 1
Formulacién PC (% en peso) GDO (% en peso) EtOH (% en peso) Fase en H>O
A 22,5 67,5 10,0 Lo
B 28,8 61,2 10,0 2
C 45,0 45,0 10,0 l2/Hyi
D 63,0 27,0 10,0 Hi/Lq

Lo = fase micelar inversa

I = fase cristalina liquida cubica inversa

Hi = fase cristalina liquida hexagonal inversa

L = fase laminar

Ejemplo 2: Viscosidad en mezclas de PC/GDO tras la adicion de codisolvente.

Mezclas de PC/GDO y codisolvente se prepararon de acuerdo con los métodos del Ejemplo 1. El contenido en EtOH
se ajustd por evaporando en primer lugar el EtOH desde la mezcla de PC/GDO en un evaporador rotatorio, dejando
una mezcla de liquido viscoso, esencialmente solo PC y GDO. Los codisolventes se afadieron a continuacién en las
proporciones indicadas en la Tabla 2 siguiente.

Se permitié6 que las muestras se equilibraran durante varios dias, antes de que se realizaran las mediciones de la
viscosidad usando un reémetro Physica UDS 200 a 25°C.

TABLA 2
Muestra | PC/GDO EtOH Glicerol H-O Viscosidad
(peso/peso) | % en peso | % en peso | % en peso mPas
1 50/50 3 - - 1900
2 50/50 5 - - 780
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Muestra | PC/GDO EtOH Glicerol H-O Viscosidad
(peso/peso) | % en peso | % en peso | % en peso mPas
3 50/50 7 - - 430
4 50/50 8 - - 300
5 50/50 10 - - 210
6 50/50 15 - - 100
7 45/55 3 - - 1350
8 45/55 5 - - 540
9 45/55 7 - - 320
10 45/55 8 - - 250
11 45/55 10 - - 150
12 45/55 15 - - 85
13 40/60 3 - - 740
14 40/60 5 - - 400
15 40/60 7 - - 240
16 40/60 8 - - 200
17 40/60 10 - - 130
18 40/60 15 - - 57
19 40/60 - 10 - 8*10°
20 40/60 - - 3 2,5*10°
21 40/60 - - 5 4*10’

Este ejemplo ilustra la necesidad de un disolvente con propiedades reductoras de la viscosidad, con el fin de obtener
formulaciones inyectables. Las mezclas que contienen glicerol (muestra 19) o agua (muestras 20 y 21) son dema-
siado viscosas para ser inyectables con concentraciones de disolvente equivalentes a las muestras que contienen
EtOH (comparar con las muestras 13, 14y 17).

Ejemplo 3: Degradacion de la formulacion de depésito en la rata.

Diversos volumenes (1, 2, 6 ml/kg) del precursor de depésito (36% en peso de PC, 54% en peso GDO y 10% en pe-
so de EtOH) se inyectaron en la rata y se retiraron de nuevo después de un periodo de 14 dias. Se encontré que
cantidades sustanciales de las formulaciones todavia estaban presentes subcutaneamente en la rata después de es-
te tiempo, véase la Tabla 3.

TABLA 3
Dosis (ml/kg) Diametro medio dia 3 Diametro medio dia 14
(mm)
(mm)
1 (n=3) 15,8 12,5
2 (n=3) 18,5 15,3
6 (n=3) 23,3 19,3

Ejemplo 4: Preparacién de composiciones de depésito de péptido 1 similar al glucagén (GLP-1).
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Los precursores del depésito de GLP-1 se prepararon de dos formas diferentes:

1) GLP-1 se mezcl6 primero con PC, GDO y EtOH, en donde EtOH se afiadi6 en exceso para facilitar la mezcla. Ti-
picamente, el contenido en EtOH en esta etapa era de aproximadamente 50-80% en peso. El exceso de EtOH se
elimind a continuacion por evaporacion rotatoria o liofilizacion y el contenido final en EtOH se ajusté posteriormente
como fue necesario.

2) GLP-1 se disolvi6é primero en una pequefia cantidad de agua estéril. Una mezcla liquida preparada con anteriori-
dad de PC, GDO y EtOH, en donde el contenido en EtOH era de aproximadamente 5-10% en peso, se afiadio a con-
tinuacion a la solucién de GLP-1/agua. La mezcla resultante se mezclé mediante vértex durante 1 min.

Las composiciones finales de las muestras se proporcionan en la Tabla 4 a continuaciéon. Se emplearon varios nive-
les de pureza de GDO vy fosfatidilcolina de soja y de huevo (PC).

TABLA 4: Composiciones que contienen GLP-1

Formulacién GLP-1 PC GDOf1 GDO2 GDO3 EtOH H20
Y% en peso | Y% en peso | Y% en peso | Y% en peso | % en peso | % en peso | % en peso
A 0,5 44,75 4475 - - 10 -
B 0,5 44,75 - 44,75 - 10 -
C 0,5 44,75 - - 44,75 10 -
D 1,0 445 - - 445 10 -
E 1,0 46 - - 46 7 -
F 1,0 47 - - 47 5 -
G 2,0 44 - - 44 10 -
H 2,0 45,5 - - 45,5 7 -
I 2,0 46,5 - - 46,5 5 -
J 3,0 46 - - 46 5 -
K 0,5 35,775 - - 43,725 10 10
L 1,0 35,55 - - 43,45 10 10
M 2,0 37,35 - - 45,65 5 10
N 2,0 32,85 - - 40,15 10 15
O 2,0 30,4 - - 45,6 10 12
P 3,0 30 - - 45 10 12
Q 3,0 31,875 - - 43,125 10 12
R 3,0 32,4 - - 39,6 10 15
S 2,0* 46,5 - - 46,5 5 -
T 2,0* 32,85 - - 40,15 10 15
U 2,0 30,4 - - 45,6 10 12

en donde EtOH es etanol, PC es fosfatidilcolina de soja de Lipoid S100 o fosfatidilcolina de huevo de Lipoid E 80
(marcada con *) y GDO es dioleato de glicerol.

TABLA 5: Calidades de GDO empleadas.

Calidad de GDO Monoglicéridos | Diglicéridos | Triglicéridos

(de acuerdo con AC)
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Calidad de GDO Monoglicéridos | Diglicéridos | Triglicéridos

(de acuerdo con AC)

GDO1 10,9% 87,5% 1,4%

GDO2 4,2% 92,1% 3,5%

GDO3 0,5% 95,3% 4,0%
Ejemplo 5

5.1 Preparacion de una solucién madre de lipido.

Una solucion madre de lipido se prepar6 anadiendo secuencialmente SPC (1,44 g), GDO (1,44 g), P80 (0,72 g) y
EtOH (0,40 g) a un vial de vidrio, seguido de rotacion vertical durante 24 h. Se obtuvo una solucion madre de lipido,
clara y homogénea.

5.2 Preparacién de una formulacion lipido/GLP-1.

Se pesaron 20 mg de GLP-1 (sal de acetato) en un vial y se disolvieron mediante la adicién de 0,352 g de una solu-
cién acuosa que contenia 2% en peso de HAc, seguido de mezcla por agitacién vorticial. A la solucién madre acuosa
de GLP-1 se afadieron 1,628 g de la solucion madre lipidica preparada en 5.1. La formulacion resultante se mezclé
por agitacioén vorticial breve, seguida de rotacion vertical durante 1 h, proporcionando una formulacion de lipido/GLP-
1 clara, homogénea y de baja viscosidad.

Composicién en % en peso

Formulacién | GLP-1 | SPC | GDO | P80 | EtOH | HAc | Agua

A 1,0 29,3 | 29,3 | 147 | 8,1 0,35 | 17,25

Ejemplo 6

Una solucion madre lipidica se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la siguiente composicion:
SPC/GDO/EtOH = 42,5/42,5/15% en peso. Se anadieron 2,52 g de esta solucién madre lipidica a una solucion
acuosa de 30 mg de GLP-1 (sal acetato) disuelto en 0,450 g de 2% en peso de HAc. La formulacién resultante se
mezcld por agitacion vorticial breve, seguida de rotacion vertical durante 1 h, proporcionando formulacion de lipi-
do/GLP-1 clara, homogénea y de baja viscosidad.

Composicién en % en peso

Formulacién | GLP-1 | SPC | GDO | EtOH | HAc | Agua

B 1,0 35,7 | 357 | 126 | 0,3 | 14,7

Ejemplo 7

Una solucion madre lipidica se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la siguiente composicion:
SPC/GDO/P80/EtOH = 35/35/20/10% en peso. Se afadieron 0,83 g de esta solucion madre lipidica a 3 viales dife-
rentes que contenian 10 mg de GLP-1 (sal acetato) disueltos en 0,160 g de soluciones acuosas que contenian 2%
en peso de HAc y 0,1% en peso de Asc 0 2% en peso de HAc, 0,1% en peso de Asc y 0,1% en peso de glicina 0 2%
en peso de HAc, 0,1% en peso de Asc y 0,02% en peso de EDTA (sal disddica). Las formulaciones resultantes se
mezclaron por agitacion vorticial breve seguida de rotacion vertical durante 1 h, proporcionando formulaciones de li-
pido/GLP-1 claras, homogéneas y de baja viscosidad.

Composicién en % en peso

Formulacién | GLP-1 | SPC | GDO | P80 | EtOH | HAc | Asc | Glicina | EDTA | Agua

C 1,0 29,05 | 29,05 | 16,6 | 823 | 0,32 | 0,02 - - 15,66
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Composicién en % en peso
Formulacién | GLP-1 | SPC | GDO | P80 | EtOH | HAc | Asc | Glicina | EDTA | Agua
D 1,0 29,05 | 29,05 | 16,6 | 83 | 0,32 | 0,02 | 0,02 - 15,64
E 1,0 29,05 | 29,05 | 16,6 | 8,3 | 0,32 | 0,02 - 0,003 | 15,657
Ejemplo 8

Soluciones madre lipidicas se prepararon de acuerdo con el Ejemplo 5.1 con composiciones, tal y como se indica en
la tabla a continuacion. La solucion madre lipidica respectiva se afadié a GLP-1 en polvo en viales de vidrio, de
acuerdo con las composiciones indicadas en la tabla siguiente. Las formulaciones resultantes se mezclaron agitando
los viales con la mano, dando como resultado GLP-1 en polvo suspendido en las formulaciones liquidas de lipidos.
Las formulaciones se inyectaron (jeringuilla 23 G) en exceso de solucién salina (0,9% p/v de NaCl) dando como re-

sultado la formacion de depdsitos casi esféricos que encapsulaban la suspension de GLP-1.

Composicién en % en peso
Formulaciéon | GLP-1 | SPCo | GDO a- EtOH | PG | BzOH | BzB | NMP
EPC* tocoferol

F 1,0 445 | 44,55 - 9,9 - - - -
G 1,0 | 44,55* | 44,55 - 9,9 - - - -
H 2,0 441 44 1 - 9,8 - - - -

[ 2,0 441 | 441 - - 9.8 - - -
J 2,0 45,57 | 45,57 - 4,9 - 1,96 - -
K 2,0 | 45,57* | 45,57 - 4,9 - 1,96 - -
L 2,0 45,57 | 45,57 - 4,9 - - 1,96 -
M 2,0 441 44 1 - 4,9 - 4,9 - -
N 2,0 | 441 | 441 - 4,9 - - 49 | -
@] 1,0 44,55 | 44,55 - - 6,93 | 2,97 - -
P 1,0 41,43 | 50,64 - 6,93 - - - -
Q 1,0 47,0 | 47,0 - 5,0 - - - -
R 1,0 44,6 44,6 - 4,9 - - - 4.9
S 2,0 45 45 - 4,0 - - - 4,0
T 2,0 35,24 - 52,86 9,9 - - - -
u 2,0 34,46 - 51,68 9,9 - 1,96 - -
Vv 2,0 25,84 - 60,3 9,9 - 1,96 - -

Ejemplo 9

Una solucion madre lipidica se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la siguiente composicion:
SPC/GDO/P80/EtOH = 37,5/37,5/15/10% en peso. Se anadieron 0,83 g de esta solucion madre lipidica a un vial que
contenia 10 mg de GLP-1 (sal acetato) disuelto en 0,160 g de solucién acuosa que contenia 2% en peso de HAc. La
formulacion resultante se mezcld por agitacion vorticial breve, seguida de rotacion vertical durante 1 h, proporcio-

nando una formulacién de lipido/GLP-1 clara, homogénea y de baja viscosidad.
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Composicién en % en peso

Formulacién | GLP-1 | SPC | GDO | P80 | EtOH | HAc | Agua

X 1,0 31,13 | 31,13 | 1245 | 83 | 0,32 | 15,68

Ejemplo 10

Una soluciéon madre lipidica se prepard de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la composicion SPC/GDO/EtOH =
46/46/8% en peso. GLP-1 (20 mg/ml) se disolvié en soluciones acuosas (el pH se ajusté con HCI (ac) o NaOH (ac)
segun se requirio para disolver GLP-1) con las composiciones indicadas en la tabla a continuacién. Pequefios volu-
menes (100 pl) de las soluciones acuosas de GLP-1 se anadieron a viales de vidrio, seguido de congelacion rapida a
-85°C. Los viales se transfirieron a continuacion a una secadora por congelacion y se liofilizaron. A los polvos resul-
tantes se afnadieron 100-200 mg de la solucién madre lipidica, seguido de mezcla por agitacién vorticial. Los polvos
que contenian GLP-1 se suspendieron en la formulacion lipidica liquida (10-20 mg de GLP-1/g de formulacion). Las
formulaciones se inyectaron (jeringuilla 23G) en exceso de solucion salina (0,9% p/v de NaCl) dando como resultado
la formacién de depdsitos casi esféricos que encapsulaban la suspensién de GLP-1 en polvo.

Composicion en mg/mi
Solucién ac. | Sacarosa | Trehalosa | Lactosa | Glicina | Citrato* | Glutamato | Metionina | P80 | F68
1 40 - - 20 - - - - -
2 40 - - - - 20 - - -
3 40 - - - - - 20 - -
4 40 - - - 20 - - 1 -
5 40 - - - 20 - - - 1
6 20 - - - 20 20 - - 1
7 - 40 - 20 - - - - -
8 - 40 - - 20 20 - - -
9 - 40 - - 40 - - 1 -
10 - 40 - - - 20 - - 1
11 - 20 - 20 20 - - - 1
12 - - 40 20 20 - - - -
13 - - 40 - - 20 - 1 -
14 - - 40 - - - 20 - 1
15 - - 20 - 20 20 - - 1

* (sal disédica)
Ejemplo 11

Una soluciéon madre lipidica se prepard de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la composicion SPC/GDO/EtOH =
46/46/8% en peso. GLP-1 (1 mg/ml) se disolvié en 30 ml de una solucién acuosa que contenia sacarosa (2 mg/ml),
glicina (1 mg/ml), citrato (1 mg/ml) y F68 (0,05 mg/ml) (el pH se ajusté con HCI (ac) segun se requirié para disolver el
GLP-1). La solucion acuosa de GLP-1 se secd por pulverizacion (secadora por pulverizacion de Blchi Mini) para
formar un polvo que contenia GLP-1. Al polvo resultante (50 mg) se afiadieron 450 mg de la solucién madre lipidica,
seguido de mezcla por agitacién vorticial. El polvo que contenia GLP-1 se suspendi6 por lo tanto en la formulacion
lipidica liquida. La formulacién se inyecté (jeringuilla 23G) en exceso de solucién salina (0,9% p/v de NaCl), dando
como resultado la formacién de un depdsito casi esférico que encapsulaba la suspension de GLP-1 en polvo.
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Ejemplo 12

Una solucion madre lipidica se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la siguiente composicion:
SPC/GDO/P80/EtOH = 44,2/44,2/1,6/10% en peso. Se anadieron 0,99 g de esta soluciéon madre lipidica a un vial
que contenia 10 mg de GLP-1 en polvo. La formulacion resultante se mezcl6 agitando el vial con la mano dando co-
mo resultado que el GLP-1 en polvo se suspendié en la formulacion lipidica liquida. La formulacién se inyecté (jerin-
guilla 23G) en exceso de solucién salina (0,9% p/v de NaCl) dando como resultado la formacion de un depdsito casi
esférico que encapsulaba el GLP-1 suspendido.

Ejemplo 13
13. Estudios en animales - Procedimiento general

El primer dia del estudio, las ratas (machos Sprague-Dawley) se pesaron y se prepararon para el experimento me-
diante la insercion de un catéter venoso de acuerdo con procedimientos convencionales. Brevemente, las ratas fue-
ron anestesiadas con enflurano y buprinorfina. Un catéter de silicona se inserté en la vena yugular, fijado y canaliza-
do por debajo de la piel hasta la parte dorsal del cuello, en donde se externalizd para el muestreo de sangre. Las ra-
tas pudieron recuperarse durante 48 horas antes de la dosificacion.

El catéter se lavé con 0,9% de NaCl con 50 Ul/ml de heparina una vez al dia. Después de la recuperacion, los ani-
males se pesaron y se inyect6 por via subcuténea la Formulacién B (Ejemplo 6) y la Formulacion F (Ejemplo 8) (n =
6 por formulacién) con anestesia ligera y una dosis de 10 mg de GLP-1/kg y un volumen de dosis de 1 ml/kg. Una
formulacion placebo que comprendia SPC/GDO/EtOH = 45/45/10% en peso, se inyectd (n = 6) como referencia, con
un volumen de dosis de 1 ml/kg. Los animales tuvieron libre acceso a agua y comida después de la dosificacion.

13.2 Muestreo

Las muestras de sangre se recogieron antes de la dosis, y 1 hora, 3 horas, 6 horas, 1 dia, 2 dias, 7 dias, 14 dias, 21
dias y 28 dias después de la dosificacion. Muestras de sangre de 0,4 ml se recogieron en tubos de ensayo enfriados
con hielo, tratados con EDTA. Un inhibidor de DPP-IV a disposicion comercial, se afiadié a los tubos de ensayo.
Después de cada muestreo, se dio 0,9% de NaCl estéril (con EDTA 10 mM) a las ratas para inyectar a través del ca-
téter, para compensar el volumen de sangre perdida.

13.3 Bioanalisis

Las muestras se almacenaron a <-80°C antes del andlisis. La concentracién de GLP-1 en las muestras de plasma
con EDTA se midi6 mediante un ELISA comercial (kit para ELISA “Glucagon-Like Peptide-1” (activo), n® de catéalogo
EGLP-35K, de Linco Research).

13.4 Resultados

La Figura 1 muestra los perfiles de la PK. Se puede observar que los niveles plasmaticos de GLP-1 eran significati-
vamente elevados en comparacion con el placebo, durante un periodo de 28 dias. Es importante destacar que no
habia fase de retardo de la liberacién y que los niveles plasmaticos de GLP-1 estables de la meseta, se alcanzaron 2
dias después de la inyeccion de ambas formulaciones. La duracién de las formulaciones de depédsito de GLP-1 es
notable, considerando la semivida plasmatica muy corta (<5 min) del péptido.

Ejemplo 14

Una solucion madre lipidica se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 5.1, con la siguiente composicion:
SPC/GDO/DOPG/EtOH = 44/46/2/8% en peso. La solucion madre lipidica (0,49 g) se anadié a GLP-1 en polvo (10
mg) en un vial de vidrio. La formulacion resultante se mezclé agitando el vial con la mano, dando como resultado
que el GLP-1 en polvo se suspendi6 en la formulacion lipidica liquida. La formulacion se inyecto (jeringuilla 23G) en
exceso de solucién salina (0,9% p/v de NaCl) dando como resultado la formaciéon de un depdsito casi esférico que
encapsulaba el GLP-1 suspendido.
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REIVINDICACIONES.
1. Una preformulacién que comprende una mezcla de baja viscosidad de:
a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;
¢) al menos un disolvente organico biocompatible;
d) 0,02 a 12% en peso de al menos un analogo de GLP-1;

en donde la preformulacién forma o es capaz de formar, al menos una estructura de fase cristalina liquida después
de la puesta en contacto con un fluido acuoso; en donde la relaciéon de a:b esta en el intervalo de 40:60 a 70:30 en
peso.

2. Una preformulacién de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una mezcla de baja viscosidad de:

a

Rl

al menos un diacilglicerol;
b) al menos una fosfatidil-colina;
c

d

al menos un disolvente organico que contiene oxigeno;

_ = =

0,02 a 12% en peso de al menos un analogo de GLP-1;

en donde la preformulacién forma o es capaz de formar, al menos una estructura de fase cristalina liquida después
de la puesta en contacto con un fluido acuoso; en donde la relacion de a:b esta en el intervalo de 40:60 a 70:30 en
peso.

3. Una preformulacion de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el componente a)
comprende GDO.

4. Una preformulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el componente b) comprende
PC de soja.

5. Una preformulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el componente ¢) comprende
etanol.

6. Una preformulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha preformulaciéon com-

prende al menos un analogo de GLP-1 seleccionado entre GLP-1 natural, liraglutida, TH-0318, exenatida y/o AVE-
010.

7. Una preformulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha preformulacion com-
prende adicionalmente al menos un agente de fragmentacion de poli(éxido de etileno).

8. Uso de:

a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;

b) al menos un fosfolipido;

c) al menos un disolvente organico biocompatible;

d) 0,02 a 12% en peso de al menos un analogo de GLP-1;

en donde la relaciéon de a:b esta en el intervalo de 40:60 a 70:30 en peso;

en la preparacion de un medicamento de preformulacion de baja viscosidad para uso en la formacién in vivo de un
depdsito para el tratamiento de al menos un trastorno seleccionado entre la diabetes de tipo 1, la diabetes de tipo 2,
el exceso de peso corporal y la obesidad.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende el uso de al menos una formulacién de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

10. Un dispositivo de administracién desechable cargado previamente con una dosis medida de una preformu-
laciéon que comprende una mezcla de baja viscosidad de:

a) al menos un diacil lipido neutro y/o un tocoferol;

b) al menos un fosfolipido;
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c) al menos un disolvente organico biocompatible;
d) 0,02 a 12% en peso de al menos un analogo de GLP-1;
en donde la relacion de a:b esta en el intervalo de 40:60 a 70:30 en peso.

11. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 10, que contiene una formulacion de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1 a 7.

12. El dispositivo de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, que contiene una dosis Unica de 0,05 a 250 mg
de analogo de GLP-1.

13. El dispositivo de acuerdo con la reivindicaciéon 10, que contiene una mezcla de baja viscosidad de los com-
ponentes a) a c) tal y como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

14, El dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, que contiene un volumen total a administrar
de no mas de 5 ml.

15. Un kit para la administracion de al menos un analogo de GLP-1, conteniendo dicho kit
* una dosis medida de una formulacién que comprende una mezcla de baja viscosidad de:

a) al menos un diacilglicerol;

b) al menos una fosfatidil-colina;

c) al menos un disolvente organico que contiene oxigeno; y

d) 0,02 a 12% en peso de al menos un analogo de GLP-1;

en donde la relacion de a:b esta en el intervalo de 40:60 a 70:30 en peso; y

« un dispositivo de administracion desechable.

16. El kit de acuerdo con la reivindicacion 15, que incluye un dispositivo de administracion de acuerdo con cual-
quiera de las reivindicaciones 10 a 14.

17. El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 15 o 16, que contiene una aguja de calibre inferior a 20.

18. El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, que contiene una dosis Unica de 0,05 a 250 mg de

analogo de GLP-1.

19. El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, que contiene GLP-1 natural, liraglutida, TH-0318,
exenatida y/o AVE-010 a razén de aproximadamente 0,05 a 250 mg.

20. Un kit para la formacion de una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que
es un kit con dos componentes que comprende:

i) un primer recipiente que contiene una mezcla de baja viscosidad de los componentes a) a c), tal y como se descri-
ben en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7;

i) un segundo recipiente que contiene al menos un analogo de GLP-1.
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