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DESCRIPCION
Formulaciones de liberacion controlada

La presente invencion se refiere a una composicion lipidica de liberacion controlada, y a sus precursores (pre-
formulaciones). En particular, la invencion se refiere a formulaciones de lipidos para la generacion in situ de
composiciones de liberacion controlada. Tales formulaciones son mezclas de baja viscosidad (tales como soluciones
moleculares) de componentes anfifilicos para solubilizar y liberar al menos un agente bioactivo. Mas
especificamente, la invencién se refiere a formulaciones que sufren al menos una fase de transicién con la
exposicién a fluidos acuosos, tales como fluidos corporales, formando asi una matriz de liberacién controlada que
opcionalmente es bioadhesiva.

Muchos agentes bioactivos incluyendo productos farmacéuticos, nutrientes, vitaminas y demas tienen una "ventana
funcional". Es decir que hay un intervalo de concentraciones durante el cual se observa que estos agentes pueden
proporcionar un cierto efecto biolégico. Cuando la concentracion en la parte apropiada del cuerpo (por ejemplo,
localmente o como se demuestra por la concentracion en suero) cae por debajo de un cierto nivel, no se puede
atribuir ningun efecto beneficioso al agente. Del mismo modo, hay generalmente un nivel de concentracion superior
por encima del cual no se deriva ningun beneficio adicional aumentando la concentracién. En algunos casos el
aumento de la concentracion por encima de un determinado nivel ocasiona efectos indeseables o incluso peligrosos.

Algunos agentes bioactivos tienen una semivida bioldgica larga y/o una ventana funcional ancha y por lo tanto
pueden administrarse ocasionalmente, manteniendo una concentracion bioldgica funcional durante un periodo
sustancial de tiempo (por ejemplo, de 6 horas a varios dias). En otros casos la velocidad de aclaramiento es alta y/o
la ventana funcional es estrecha y por lo tanto para mantener una concentracion biolégica dentro de esta ventana se
requieren dosis regulares (o incluso continuas) de pequefia cantidad. Esto puede ser especialmente dificil cuando
son deseables vias no orales de administracion (por ejemplo, administracion parenteral). Ademas, en algunas
circunstancias, tales como en la colocacion de implantes (por ejemplo, reemplazos de articulaciones o implantes
orales) la zona de accion deseada puede no permanecer accesible para la administracion repetida. En tales casos,
una Unica administraciéon debe proporcionar el agente activo a un nivel terapéutico durante todo el periodo durante el
cual se necesita su actividad.

Varios métodos han sido utilizados y propuestos para la liberacion sostenida de agentes bioldgicamente activos.
Tales métodos incluyen de liberacion lenta, composiciones administradas por via oral, tales como comprimidos
recubiertos, formulaciones disefiadas para la absorcion gradual, tales como parches transdérmicos, y los implantes
de liberacion lenta tales como "varillas" implantadas debajo de la piel.

Un método por el cual se ha propuesto la liberacion gradual de un agente bioactivo es una llamada inyeccion
"depot". En este método, un agente bioactivo se formula con vehiculos que proporciona una liberacion gradual de
agente activo durante un periodo de un numero de horas o dias. Estos se basan a menudo en una matriz que se
degrada que gradualmente se dispersa en el cuerpo para liberar el agente activo.

El mas comun de los métodos establecidos de inyeccion depot se basa en un sistema de depdsito polimérico. Este
es tipicamente un polimero biodegradable, tal como poli (acido lactico) (PLA) y/o poli (acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) y puede estar en la forma de una solucién en un disolvente organico, un pre-polimero mezclado con un
iniciador, particulas de polimero encapsuladas o microesferas poliméricas. El polimero o particulas de polimero
atrapan el agente activo y se degradan gradualmente liberando el agente mediante difusion lenta y/o a medida que
la matriz se absorbe. Ejemplos de tales sistemas incluyen los descritos en los documentos de patente de Estados
Unidos N° US 4938763, US 5480656 y US 6113943 y puede resultar en el suministro de agentes activos durante un
periodo de hasta varios meses. Estos sistemas, sin embargo, tienen una serie de limitaciones incluyendo la
complejidad de la fabricacion y la dificultad en la esterilizacion (especialmente de las microesferas). La irritacion local
causada por el acido lactico y/o acido glicolico que se libera en el lugar de la inyecciéon es también una desventaja
notable. También hay a menudo un procedimiento bastante complejo para preparar la dosis de la inyeccion a partir
del precursor en polvo, y este procedimiento debe llevarse a cabo en el punto de atencion justo antes de la
administracion.

Desde un punto de vista de suministro de medicamento, las composiciones depot de polimeros también tienen la
desventaja de aceptar solo cargas relativamente bajas de farmacos y de tener un perfil de liberacion de
"explosion/retraso” ("burst/lag"). La naturaleza de la matriz polimérica, especialmente cuando se aplica como una
solucién o pre-polimero, provoca una explosion inicial de liberacion del farmaco cuando se administra inicialmente la
composicion. Esto es seguido por un periodo de baja liberacion, mientras que la degradacién de la matriz comienza,
seguido finalmente por un aumento en la velocidad de liberacion sostenida hasta el perfil deseado. Este perfil de
liberacion de explosion/retraso puede causar que estalle la concentracion in vivo de agente activo por encima de la
ventana funcional inmediatamente después de la administracion, y que después caiga de nuevo por debajo de la
parte inferior de la ventana funcional durante el periodo de retraso antes de alcanzar una concentraciéon funcional
sostenida. Evidentemente, desde un punto de vista funcional y toxicolégico este perfil de liberacion de
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explosién/retraso no es deseable y puede ser peligroso. También puede limitar la concentracion de equilibrio que
pueda proporcionarse debido al peligro de efectos adversos en el punto de "pico".

Un sistema de depdsito no polimérico altamente eficaz se describe en el documento de patente internacional
WO02005/117830, en el que una combinacidon de un lipido de diacilo o tocoferol, un fosfolipido y un disolvente
organico que contiene oxigeno se combinan para proporcionar una matriz de liberacién controlada. Tal sistema tiene
ventajas considerables, incluyendo una transicion de baja viscosidad a alta viscosidad tras la exposicion a un
ambiente acuoso, y la facilidad para proporcionar una liberacion gradual de agente activo durante un largo periodo a
partir de una composiciéon biocompatible y biodegradable. La divulgacion de este documento se incorpora aqui como
referencia.

Una limitacion de las formulaciones lipidicas de liberaciéon controlada previamente conocidas es que la solubilidad de
ciertos agentes activos, tales como péptidos y compuestos basados en péptidos es menor de lo deseable. Aunque
muchos péptidos, proteinas y otros agentes bioactivos se pueden estabilizar de manera efectiva en las matrices
lipidicas, en donde la solubilidad de estos es baja, después esto puede ser el factor limitante en el control de la
duracion en la que se libera el agente activo. Esto se debe a que sélo un cierto volumen de la composicién se puede
administrar eficazmente sin causar una incomodidad inaceptable a un paciente (por ejemplo, 5 ml es el volumen
maximo deseable tipico para una inyeccion sub-cutanea). Si la ventana terapéutica para el agente activo requiere
una alta concentracion, y/o el activo tiene una semivida corta en el sistema, entonces la cantidad maxima de activo
que se puede estabilizar en el volumen de administracién controlara la duracién maxima durante la cual dicho
agente puede ser liberado.

Los presentes inventores han establecido ahora que mediante la formulacién de matrices lipidicas de liberacion
controlada con un componente de polihidroxi (por ejemplo, un azucar), el nivel de agente activo que puede ser
estabilizado en la formulacién de lipidos esta considerablemente aumentado.

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona asi una formulacion (especialmente una formulacion
farmacéutica) que comprende:

i) una matriz de liberacién controlada basada en lipidos
i) un componente de polihidroxi
iiil) un agente bioactivo.

Es preferible que los componentes (especialmente la matriz de liberacion controlada a base de lipidos) se elijan de
modo que al entrar en contacto con un medio acuoso, la formulacién de la invencion se ensamble en una estructura
de fase ordenada (por ejemplo, no laminar), tal como una fase cristalina liquida, fase L, (micelar inversa), fase L3 (de
esponja), o0 mezclas de las mismas.

Generalmente, el fluido acuoso sera un fluido corporal tal como el fluido de una superficie de mucosa, lagrimas,
sudor, saliva, fluido gastrointestinal, fluido extravascular, fluido extracelular, fluido intersticial o plasma, y la
formulacién de la invencion formara una estructura de fase ordenada cuando entra en contacto con una superficie
corporal, area o cavidad (por ejemplo, in vivo) al entrar en contacto con el fluido corporal acuoso.

En las formulaciones de la presente invencion, la matriz de liberacién controlada a base de lipidos comprendera
tipicamente un lipido adecuado, disolvente y componentes tensioactivos a fin de generar el comportamiento de fase
deseado.

Un componente adecuado de la matriz de liberacion controlada (i) comprende una mezcla de baja viscosidad de:
a) al menos un lipido neutro de diacilo y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;

c) opcionalmente y preferiblemente al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que contenga
oxigeno);

d) opcionalmente y preferiblemente al menos un agente de fragmentacion.

En la formulacion de la invencion, el agente bioactivo (iii) y el componente de polihidroxi (ii) preferentemente se
disuelven o dispersan en el componente de la matriz lipidica (i) para formar una mezcla de baja viscosidad.

En el conocimiento del inventor, nunca ha sido previamente conocido que la co-formulacion de un agente bioactivo
con un compuesto de polihidroxi pudiera aumentar significativamente la solubilidad del agente bioactivo en una
matriz lipidicas.
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En un segundo aspecto, la presente invencion por lo tanto proporciona el uso de un componente de polihidroxi para
aumentar la solubilidad de un agente bioactivo en una formulacion de liberaciéon controlada a base de lipidos. Se
proporciona ademas, como un tercer aspecto de la invencién, un método para aumentar la solubilidad de un agente
bioactivo en una matriz de liberacién controlada a base de lipidos, dicho método comprende la adicién de un
componente de polihidroxi al agente bioactivo y/o a la matriz de liberacion controlada a base de lipidos.

También se proporciona un método de administracion de un agente bioactivo a un cuerpo de un ser humano o no
humano (preferiblemente un mamifero), este método comprende la administracién (preferiblemente por via
parenteral) de una formulacion que comprende:

i) Una matriz de liberacion controlada a base de lipidos
i) Un componente de polihidroxi
iiil) Un agente bioactivo.

El método de administraciéon adecuado para el método anterior de la invencién sera un método apropiado para el
trastorno a tratar y el agente bioactivo utilizado. Se formara de esta modo un depdsito parenteral con la
administracion parenteral (por ejemplo subcutanea o intramuscular), mientras que se puede formar una composicion
de deposito bioadhesiva no parenteral (por ejemplo, tépica) con la administracion a la superficie de la piel,
membranas mucosas y/o clavos, a superficies oftalmoldgicas, nasales, orales o internas o a cavidades tales como la
cavidad nasal, rectal, vaginal o bucal, la bolsa periodontal o cavidades formadas después de la extraccion de una
estructura natural o implantada o antes de la insercion de un implante (por ejemplo, una articulaciéon, canula,
implante cosmético, diente, relleno de diente u otro implante).

En todavia un aspecto adicional la presente invenciéon proporciona un procedimiento para la formacién de una
formulacién adecuada para la administracion de un agente bioactivo a un sujeto (preferiblemente un mamifero),
comprendiendo dicho procedimiento la disoluciéon de una mezcla de un agente bioactivo en una matriz de liberacion
controlada a base de lipidos, en donde al menos uno de dicho agente bioactivo y/o dicha matriz de liberacion
controlada a base de lipidos esta en mezcla con un componente de polihidroxi.

En todavia otro aspecto adicional la presente invencién proporciona el uso de una formulacién que comprende:
i) Una matriz de liberacion controlada a base de lipidos

i) Un componente de polihidroxi

iiil) Un agente bioactivo.

para la fabricaciéon de una pre-formulacién para uso en la administracion sostenida de dicho agente bioactivo.

En todos los aspectos de la presente invencion, las formulaciones son preferentemente mezclas de viscosidad baja
antes de la administracion. En el presente documento, el término "mezcla de baja viscosidad" se utiliza para indicar
una mezcla que puede administrarse facilmente a un sujeto y, en particular administrarse facilmente por medio de
una disposicion de jeringa y aguja estandar. Esto puede ser indicado, por ejemplo, por la capacidad de dispensarlas
con una jeringa desechable de 1 ml a través de una aguja de 22 awg (o de calibre 23) con presiéon manual. En una
realizacion particularmente preferida, la mezcla de baja viscosidad deberia ser una mezcla capaz de pasar a través
de una membrana de filtracion estéril estandar tal como un filtro de jeringa de 0,22 ym. En otras realizaciones
preferidas, una definicién funcional similar de una viscosidad adecuada se puede definir como la viscosidad de una
pre-formulacién que puede ser pulverizada usando una bomba de compresion o dispositivo de pulverizacién a
presion utilizando un equipo de pulverizacién convencional. Un intervalo tipico de viscosidad adecuada seria, por
ejemplo, de 0,1 a 5000 mPas, preferiblemente de 1 a 1000 mPas a 20° C.

Se ha observado que mediante la adicién de pequefias cantidades de disolvente de baja viscosidad, como se indica
en el presente documento, se puede proporcionar un cambio muy significativo en la viscosidad. Por ejemplo, en
algunas formulaciones, la adicion de solo un 5% de un disolvente adecuado puede reducir la viscosidad 100 veces y
la adicion de un 10% puede reducir la viscosidad hasta 10.000 veces.

Ejemplos particularmente preferidos de mezclas de baja viscosidad son soluciones moleculares y/o fases isotropicas
tales como las fases L2 y/o L3. Como se ha descrito anteriormente, la fase L3 es una fase no laminar de laminas
interconectadas que tiene cierta estructura de fase pero carece del orden de largo alcance de una fase cristalina
liqguida. A diferencia de fases cristalinas liquidas, que son generalmente muy viscosas, las fases L3 son de
viscosidad mas baja. Obviamente, las mezclas de la fase L3 y una solucion molecular y/o de particulas de la fase L3
en suspension en una solucién molecular voluminosa de uno o mas componentes son también adecuadas. La fase
L2 es la fase llamada "micelar invertida" o de microemulsién. La mayoria de las mezclas de baja viscosidad
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preferidas son las soluciones moleculares, fases L3 y mezclas de las mismas. Las fases L2 son menos preferidas,
excepto en el caso de fases L, hinchadas como se describe a continuacion.

Después de la exposicion a un ambiente acuoso, es preferible que las formulaciones de todos los aspectos de la
invencion generen fases voluminosas o fases de particulas ordenadas. Dichas fases se describen generalmente en
este documento como "no laminares". La formacion de regiones no laminares en los diagramas de fases
anfifilo/agua, anfifilo/aceite y anfifilo/aceite/agua es un fendmeno bien conocido. Tales fases incluyen fases liquidas
cristalinas tales como las fases P cubica, D cubica, G cubica, y fases hexagonales que son fluidas al nivel molecular
pero que muestran orden de largo alcance significativo, y la fase L3 que comprende una red bi-continua
interconectada multiplicativamente de laminas bicapa 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 (promedio de la curvatura hacia la region apolar) o invertidas (promedio de la curvatura
hacia la regién polar).

Las fases cristalinas liquidas no laminares y fases L3 son sistemas termodinamicamente estables. Es decir, no son
simplemente un estado meta-estable que se separara y/o se reformara en capas, fases laminares o similares, sino
que son la forma termodinamica estable de la mezcla de lipido/disolvente. Las fases cristalinas liquidas voluminosas
son muy viscosas y son ventajosas para la formacién de composiciones depot en donde se desea la liberacion
controlada durante un periodo prolongado, especialmente después de la administracion parenteral. Las fases Lz y
Lo, y las particulas dispersas de las fases no laminares son tipicamente de viscosidad mas baja y mas adecuadas
para la liberacién controlada durante periodos de tiempo mas cortos, asi como para la liberaciéon topica en las
superficies del cuerpo, tanto internas como externas.

En una realizaciéon particularmente preferida de todos los aspectos de la presente invencién, un componente
adecuado de matriz de liberacién controlada (i) comprende una mezcla de baja viscosidad de:

a) al menos un lipido neutro de diacilo y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;
c) opcionalmente y preferiblemente al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que

contenga oxigeno).
d) opcionalmente y preferiblemente al menos un agente de fragmentacion.

Tales sistemas adecuados se describen en detalle en, por ejemplo, el documento de patente internacional
WO02005/117830 y se demuestran en los ejemplos incluidos en esa publicacidon, que se incorpora aqui como
referencia. En particular, los detalles y las proporciones de los componentes a), b) y ¢) se corresponden con los
descritos a continuacion y en las paginas 9 a 17 de dicho texto.

En esta matriz de liberacion controlada preferida basada en lipidos, las relaciones en peso de los componentes a:b
pueden ser cualquier cosa desde 5:95 hasta 95:5. Las relaciones preferidas serian generalmente de 90:10 a 20:80 y
mas preferiblemente de 85:15 a 30:70. Las relaciones mas preferidas de a:b son cerca de la paridad, especialmente
35:65 a 65:35, mas preferiblemente de 42:58 a 58:42.

Se prefiere que la matriz de liberacién controlada basada en lipidos forme fases voluminosas o fases en particulas
ordenadas como se describe en el presente documento.

El componente "a" como se indica en este documento es un componente lipido neutro que comprende un grupo
polar "de cabeza" y también grupos no polares "de cola". Generalmente las partes de cabeza y de cola del lipido se
uniran por un resto éster pero esta unién puede ser por medio de un éter, una amida, un enlace carbono-carbono u
otras uniones. Los grupos de cabeza polares preferidos son no ionicos e incluyen polioles tales como glicerol,
diglicerol y restos de azucares (tales como restos basados en inositol y glucosilo); y ésteres de polioles, tales como
ésteres de acetato o succinato. Los grupos polares preferidos son el glicerol y diglicerol, especialmente el glicerol.

En un aspecto preferido, el componente a es un lipido de diacilo ya que tiene dos grupos no polares "de cola". Esto
es generalmente preferible a la utilizacion de lipidos mono-acilo ("liso") debido a que estos lipidos son tipicamente
peor tolerados in vivo. Los dos grupos no polares pueden tener el mismo o un ndmero diferente de atomos de
carbono y pueden ser cada uno independientemente saturado o insaturado. Los ejemplos de grupos no polares
incluyen grupos alquilo y alquenilo Ce-Cs2, que estan tipicamente presentes como los ésteres de acidos carboxilicos
de cadena larga. Estos se describen a menudo por referencia al numero de atomos de carbono y el nimero de
insaturaciones en la cadena de carbono. Por lo tanto, CX:Z indica una cadena de hidrocarburo que tiene X atomos
de carbono y Z insaturaciones. Ejemplos incluyen particularmente los grupos caproilo (C6:0), capriloilo (C8:0),
caprilo (C10:0), lauroilo (C12:0), miristoilo (C14:0), palmitoilo (C16:0), fitanolilo (C16:0), palmitoleolilo (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 lo tanto, las cadenas no polares tipicas estan basadas en los acidos
5
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grasos de los lipidos de éster naturales, incluyendo el acido caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico,
fitanico, palmitolico, estearico, oleico, elaidico, linoleico, linolénico, araquidénico, behénico o lignocérico, o los
alcoholes correspondientes. Preferibles cadenas no polares son el acido palmitico, estearico, y los acidos oleico y
linoleico, particularmente el acido oleico.

El lipido de diacilo, cuando se usa como la totalidad o parte del componente "a", puede ser sintético o puede
derivarse de fuentes naturales purificadas y/o modificadas quimicamente tales como aceites vegetales. Las mezclas
de cualquier numero de lipidos de diacilo se pueden usar como componente a. Lo mas preferiblemente, este
componente incluira al menos una porcién de diacilglicerol (DAG), especialmente de dioleato de glicerol (GDO). En
una realizacién favorecida, el componente a consiste en DAGs. Estos pueden ser un solo DAG o una mezcla de
DAGs. Un ejemplo muy preferido es el DAG que comprende al menos 50%, preferiblemente al menos 80% e incluso
sustancialmente 100% de GDO.

Una clase alternativa o adicional muy preferida de compuestos para su uso como todo o parte del componente a son
los tocoferoles. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "un tocoferol" se utiliza para indicar el
tocoferol lipido no iénico, a menudo conocido como vitamina E, y/o cualquier sal y/o analogos del mismo adecuados.
Analogos adecuados seran aquellos que proporcionen el comportamiento de fase, falta de toxicidad y cambio de
fase tras exposicion a fluidos acuosos, que caracterizan a las composiciones de la presente invencion. Tales
analogos generalmente no formaran estructuras de fase cristalina liquida como un compuesto puro en agua. El mas
preferido de los tocoferoles es el tocoferol en si mismo, que tiene la estructura siguiente. Evidentemente, en
particular cuando este se purifica a partir de una fuente natural, puede haber una pequefia proporciéon de
"contaminante" que no es un tocoferol, pero esto no sera suficiente para alterar el comportamiento de fase ventajoso
o la falta de toxicidad. Tipicamente, un tocoferol contendra no mas de 10% de compuestos analogos que no son
tocoferol, preferiblemente no mas de 5% y lo mas preferiblemente no mas de 2% en peso.

HO'

Tocoferol

En una forma de realizacidon ventajosa adicional de la invencion, el componente a) consiste esencialmente en
tocoferoles, en particular, tocoferol como se muestra anteriormente.

Una combinacion preferida de constituyentes para el componente a) es una mezcla de al menos un DAG (por
ejemplo, GDO) con al menos un tocoferol. Tales mezclas incluyen de 2:98 a 98:2 en peso de tocoferol:GDO, por
ejemplo 10:90 a 90:10 de tocoferol:GDO y especialmente de 20:80 a 80:20 de estos compuestos. Mezclas similares
de tocoferol con otros DAGs son también adecuadas.

El componente "b" en la presente invencidon es al menos un fosfolipido. 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 pueden por lo tanto ser
adecuadamente derivadas de los acidos grasos o alcoholes correspondientes considerados anteriormente para el
componente a. Por lo general sera el caso que el fosfolipido contendra dos grupos no polares, aunque uno o mas
constituyentes de este componente pueden tener un resto no polar. Cuando mas de un grupo no polar esta
presente, éstos pueden ser iguales o diferentes.

Los grupos preferidos "de cabeza" de fosfolipidos polares incluyen la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina y fosfatidilinositol. EI mas preferido es la fosfatidilcolina (PC). En una realizacion preferida, el
componente b) por lo tanto consiste en al menos 50% de PC, preferiblemente al menos 70% de PC y mas
preferiblemente al menos 80% de PC. El componente b) puede consistir esencialmente en PC.

La porcién de fosfolipido, incluso mas adecuadamente que cualquier porcion lipidica de diacilo, se puede derivar de
una fuente natural. Las fuentes adecuadas de fosfolipidos incluyen el huevo, corazén (por ejemplo, bovino), cerebro,
higado (por ejemplo, bovino) y fuentes vegetales incluyendo la soja. Estas fuentes pueden proporcionar uno o mas
constituyentes del componente b, que puede comprender cualquier mezcla de fosfolipidos.

Dado que las formulaciones de la invencién se administran a un sujeto para la liberacion controlada de un agente
activo, es preferible que los componentes a y b sean biocompatibles. En este sentido, es preferible utilizar, por
ejemplo, lipidos y fosfolipidos de diacilo en lugar de compuestos mono-acilo (liso). Una notable excepcion a esto es
el tocoferol, como se describié anteriormente. A pesar de tener sélo una cadena alquilo, éste no es un "liso" lipido en
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el sentido convencional. La naturaleza del tocoferol como una vitamina esencial bien tolerada evidentemente le hace
muy biocompatible.

Dos combinaciones particularmente preferidas de los componentes a y b son GDO con PC y tocoferol con PC,
especialmente en la region de 30-90% en peso de GDO/tocoferol, 10-60% en peso de PC y 1-30% de disolvente
(especialmente etanol, n-metil-pirrolidona (NMP) y/o isopropanol).

Ademas de los componentes anfifilicos a y b, las pre-formulaciones de la invencion también pueden contener
componentes anfifilicos adicionales en niveles relativamente bajos. En una realizacion de la invencion, la pre-
formulacion contiene hasta 10% (en peso de los componentes a y b) de un anfifilo con carga, particularmente un
anfifilo anidnico tal como un acido graso. Los acidos grasos preferidos para este propdsito incluyen los acidos
caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, fitanico, palmitélico, estearico, oleico, elaidico, linoleico,
linolénico, araquidodnico, behénico o lignocérico, o los correspondientes alcoholes. Acidos grasos preferidos son el
palmitico, estearico, y los acidos oleico y linoleico, particularmente el acido oleico. Es particularmente ventajoso que
este componente pueda utilizarse en combinaciéon con un agente activo péptido catiénico (ver a continuacion). Se
cree que la combinacion de un lipido anidnico y un péptido catidénico proporciona una composicion de liberacion
sostenida de un valor particular. Esto puede deberse en parte a una mayor proteccion del péptido de las enzimas
degradantes presentes in vivo.

Un componente "c" de la matriz de liberaciéon controlada a base de lipidos opcional pero preferible es un disolvente
organico que contiene oxigeno. Dado que las formulaciones son para su uso en contacto con un fluido acuoso, y en
particular un fluido corporal (por ejemplo, in vivo), es deseable que este disolvente sea tolerable para el sujeto y sea
capaz de mezclarse con el fluido acuoso, y/o difundirse o disolverse hacia fuera de la pre-formulacién en el fluido
acuoso. Por lo tanto se prefieren los disolventes que tienen una solubilidad en agua al menos moderada.

Disolventes tipicos adecuados para uso como componente c incluyen al menos un disolvente seleccionado entre
alcoholes, cetonas, ésteres (incluyendo las lactonas), éteres, amidas y sulfoxidos. Ejemplos de alcoholes adecuados
incluyen el etanol, isopropanol, alcohol bencilico y glicerol formal. Los monooles son preferibles a los dioles y
polioles. Cuando se usan dioles o polioles, es preferiblemente en combinacion con una cantidad al menos igual de
monool u otro disolvente preferido. Ejemplos de cetonas incluyen la acetona, y carbonato de propileno. Eteres
adecuados incluyen el éter dietilico, glicofurol, dietilenglicol monoetil éter, dimetilisobarbida, y polietilenglicoles.
Esteres adecuados incluyen el acetato de etilo, benzoato de bencilo y acetato de isopropilo, y el sulfuro de dimetilo
se usa como disolvente de sulfuro adecuado. Amidas adecuadas incluyen NMP, 2-pirrolidona, y dimetilacetamida
(DMA), y los sulféxidos incluyen dimetilsulfoxido (DMSO). Disolventes menos preferidos incluyen la dimetil
isosorbida, alcohol tetrahidrofurfurilico, diglima y lactato de etilo.

El componente de disolvente ¢ sera generalmente al menos parcialmente perdido tras la formacion in vivo de la
composicion depot, se evaporara o sera diluido por la absorcién del agua del aire y/o tejido circundante. Es
preferible, por tanto, que el componente c sea al menos en cierta medida miscible en agua o dispersable, y por lo
menos no debe repeler el agua en la medida en que se impida la absorcion de agua. A este respecto también, los
disolventes que contienen oxigeno con un numero relativamente pequefio de atomos de carbono (por ejemplo, hasta
10 atomos de carbono, preferentemente hasta 8 atomos de carbono) son los preferidos. Obviamente, cuanto mas
oxigeno tenga mas tendera el disolvente a permanecer soluble en agua a pesar de un mayor numero de atomos de
carbono. La relacion de carbono a heteroatomo (por ejemplo, N, O, preferiblemente oxigeno) sera por lo tanto a
menudo de alrededor de 1:1 a 6:1, preferentemente de 2:1 a 4:1. Cuando se utiliza un disolvente con una relacién
fuera de uno de estos intervalos preferidos, entonces este estara preferiblemente en no mas de 75%,
preferiblemente no mas de 50%, en la combinacién con un disolvente preferido (tal como etanol). Esto se puede
utilizar, por ejemplo para disminuir la velocidad de evaporacién del disolvente de la pre-formulacion con el fin de
controlar la tasa de formacién de depdsito de cristalino liquido.

La cantidad de componente c, cuando esta presente en las formulaciones de la invencién y en la matriz de liberacion
controlada a base de lipidos sera al menos suficiente para proporcionar una mezcla de baja viscosidad (o sea, una
solucién molecular, véase anteriormente) de todos los ingredientes, y se determinara faciimente para cualquier
combinacion particular de componentes mediante métodos estandar. El comportamiento de fase en si mismo puede
ser analizado mediante las técnicas tales como la observacion visual en combinacién con microscopia de luz
polarizada, resonancia magnética nuclear, y microscopia electrénica de crio-transmision (crio-TEM) para buscar
soluciones, fases L2 o L3, o fases cristalinas liquidas. La viscosidad puede medirse directamente por medios
estandares. Como se describié anteriormente, una viscosidad practica apropiada es la que efectivamente permite
usar una jeringa y en particular filirar de forma estéril. Esto se evaluara facilmente como se indica en el presente
documento. La maxima cantidad de componente ¢ a incluir dependera de la aplicacién exacta de la formulacién,
pero en general las propiedades deseadas seran proporcionadas por cualquier cantidad que forme una mezcla de
baja viscosidad (por ejemplo, una solucion molecular, véase anteriormente) y/o una soluciéon de viscosidad
suficientemente baja. Puesto que la administracién de innecesariamente grandes cantidades de disolvente a un
sujeto es generalmente indeseable la cantidad de componente c tipicamente estara limitada a no mas de diez veces
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(por ejemplo, tres veces) la cantidad minima requerida para formar una mezcla de baja viscosidad, preferiblemente
no mas de cinco veces y mas preferiblemente no mas de dos veces esta cantidad. La composicion de la presente
invencion puede, sin embargo, contener una mayor cantidad de disolvente de lo que seria aceptable en una
composicion de dosificacion inmediata. Esto es debido a que el proceso por el cual los agentes activos se liberan
lentamente (por ejemplo, formacion de conchas de fase cristalina liquida descrita en el presente documento) también
sirve para retardar el paso del disolvente de la composicién. Como resultado, el disolvente se libera durante algun
tiempo (por ejemplo, minutos u horas) en lugar de de forma instantanea y asi puede ser mejor tolerado por el
cuerpo.

Dado que la viscosidad es un factor muy significativo en la administracion de las composiciones de inyeccion o
pulverizacion, se prefiere que el disolvente sea en si de muy baja viscosidad. La viscosidad del componente de
disolvente c (disolvente Unico o mezcla) de "baja viscosidad" por lo general no debe ser mayor de 18 mPas a 20° C.
Esto es, preferiblemente de no mas de 15 mPas, mas preferiblemente de no mas de 10 mPas y lo mas
preferiblemente de no mas de 7 mPas a 20° C. Ademas, el disolvente debe ser adecuado para la reduccién de la
viscosidad de la mezcla de la matriz, compuesto de polihidroxi y agente activo, ya que el compuesto de polihidroxi
tiende a aumentar la viscosidad inherente de la matriz basada en lipidos. El etanol es particularmente preferido
como adecuado en todos estos aspectos. Mayores proporciones de disolvente también se pueden utilizar para
aplicaciones no parenterales (por ejemplo, tdpica), especialmente a las superficies corporales, en donde el
disolvente se perdera por evaporacion mas que ser absorbido por el cuerpo. Para tales aplicaciones se puede
utilizar hasta 100 veces la cantidad minima de disolvente (por ejemplo, hasta 95% en peso de la composicion,
preferiblemente hasta 80% en peso y mas preferiblemente hasta 50% en peso), especialmente cuando se desee
una capa muy delgada del depdsito no parenteral resultante.

Como una guia general, el peso del componente ¢ sera tipicamente alrededor de 0,5 a 50% del peso total de la
solucion de a-b-c (y d si esta presente). Esta proporcion es preferiblemente (especialmente para depdsitos
inyectables) de 2 a 30% y mas preferiblemente de 5 a 20% en peso.

Las pre-formulaciones de la presente invencion tipicamente no contienen cantidades significativas de agua. Puesto
que es esencialmente imposible eliminar toda traza de agua de una composicion lipidica, esto es para ser tomado
como una indicacién de que habra solo dicha traza minima de agua tal que no pueda ser facilmente eliminada. Dicha
cantidad sera generalmente de menos de 1% en peso, preferiblemente menos de 0,5% en el peso de la pre-
formulaciéon. En un aspecto preferido, las pre-formulaciones de la invencion no contienen glicerol, etilenglicol o
propilenglicol y contienen no mas de una traza de agua, como se acaba de describir.

Como componente d) opcional, pero preferible, de agente de fragmentacion puede funcionar cualquier anfifilo capaz
de servir como un agente de fragmentacion con los componentes seleccionados a) y b) (y c) si esta presente. Un
agente de fragmentacion es un agente (puro o mezclado), que permite que la composicion que comprende los
componentes a) y b) forme (por auto-dispersion o por la entrada de energia, tal como por cizallamiento o sonicacion)
particulas estructuradas, como se describe en el presente documento. Particulas particularmente adecuadas son,
por ejemplo no laminares, especialmente cristalinas liquidas, L, o Ls.

Hay un numero de diferentes clases moleculares que son adecuadas como agentes de fragmentacion en la presente
invencion. Estas incluyen:

1) Agentes poliméricos: Poloxameros (preferiblemente Pluronic® F127, Pluronic® F68, Pluronic® F108 Pluronic®
L44), polimeros de co-bloque de 2-metacriloiloxietil fosforilcolina n-butil metacrilato (tales como PUREBRIGHT MB-
37-50T y PUREBRIGHT MB-37-100T de NOF Corp.), ésteres de acidos grasos de sorbitan pegilados (polisorbatos,
en particular Polisorbato 80), tensioactivos PEGilados (por ejemplo Solutol HS 15 de BASF), derivados de aceite de
ricino pegilado (por ejemplo, Cremophor EL, Cremophor RH40), acidos grasos pegilados (por ejemplo, PEG-oleato),
fosfolipidos pegilados (incluyendo DOPE-PEG (2.000), DOPE-PEG (5.000) y DSPE-PEG (5.000)),
poliglicerina(PG).fosfolipidos (tales como DSPE-PG, por ejemplo, SUNBRIGHT DSPE-PG8G de NOF Corp., DOPE-
PG), oligoalquilsorbitoles pegilados (tal como PEG-60 Sorbitoltetraoleato, por ejemplo, GO-460V de Nikko
Chemicals), ésteres de acidos grasos de glicerilo pegilado (por ejemplo TMGO-15 (Nikko Chemicals)), tocoferoles
pegilados tales como d-alfa tocoferil polietilenglicol 1000 succinato (Vitamina E TPGS (Eastman)) y éteres de alquilo
pegilados;

2) Tensioactivos de poliol: ésteres de alquilo derivados de azlcares (tales como el laurato de sacarosa y oleato de
sacarosa), éteres de alquilo derivados de azucares (por ejemplo, el octil glucésido);

3) Proteinas: incluyendo caseina, caseinato de sodio, lisozimas;

4) Tensioactivos anidnicos: carboxilatos de acidos grasos (especialmente oleato de sodio, palmitato de sodio,
estearato de sodio, miristato de sodio), sulfatos de alquilo (tales como dodecil sulfato de sodio (SDS)); y
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5) Tensioactivos cationicos: sales de alquilamonio (incluyendo bromuro de dodecil trimetil amonio (DTAB), bromuro
de cetil trimetil amonio (CTAB) y cloruro de oleilamonio).

Generalmente, en la presente invencion, los agentes de fragmentacion de las proteinas, tales como los descritos en
3) anteriormente son menos preferidos.

La mayoria de los componentes d) forman fases (L1) micelares normales en contacto con exceso de agua. Sin
embargo, los componentes no necesitan formar micelas para funcionar como agentes de fragmentacion. El
funcionamiento efectivo de un agente de fragmentacion sera facilmente probado por un experto en la materia
mediante la preparacion de composiciones apropiadas y la realizaciéon de pruebas simples como se ilustra en los
Ejemplos de este documento, y también por referencia al documento de patente internacional WO2006/013369 (en
particular los Ejemplos), la descripcion del cual se incorpora en el presente documento como referencia.

Cuando el componente d) esta presente, los componentes a), b) y d) estaran presentes tipicamente en las
siguientes proporciones (donde a, b y d son los pesos de los componentes a), b) y d), respectivamente); d/(a+b+d)
es de entre 0,01 y 0,3. Las composiciones dentro de este intervalo tienen una gran tendencia a la auto-dispersion o
a la formacion de particulas estables después de la dispersion con o sin aporte de energia. Se prefiere,
especialmente cuando se desea proporcionar auto-dispersion y mayor control del tamafio de particula que las
proporciones de a), b) y d) sean tales que a/(a+d) esté entre 0,25 (por ejemplo 0,35) y 0,80 (por ejemplo, 0,75), mas
preferiblemente entre 0,35 (por ejemplo 0,4) y 0,75 (por ejemplo 0,65) y d/(a+b+d) esté entre 0,03 y 0,25 (por
ejemplo 0,2) (donde a, b y d son los pesos de los componentes a), b) y d), respectivamente).

Evidentemente, puede no haber necesidad de tensioactivos de poliol del tipo 2) anterior puesto que hay un
compuesto de polihidroxi como componente ii). En una realizacion, por lo tanto, el tensioactivo es uno de los tipos 1,
3, 4 0 5, mas preferiblemente un tensioactivo de polimero.

Igual que todos los componentes opcionales indicados en el presente documento, el componente d) puede estar
ausente.

Un aspecto clave de la presente invencion es que los inventores han establecido un modo en el que una mayor
proporcion de agente activo se puede incorporar en una matriz de liberacion controlada a base de lipidos de lo que
seria posible con las formulaciones anteriores. Ellos han establecido que la inclusion de un componente de
polihidroxi (ii) puede aumentar dramaticamente la cantidad de agente bioactivo que se puede estabilizar con éxito en
la matriz lipidica.

La naturaleza del componente de polihidroxi es principalmente que se compone de al menos una molécula organica
pequefia (por ejemplo, peso molecular 100 a 1000 u.m.a,, preferiblemente 150 a 700 u.m.a., mas preferiblemente
160 a 360 u.m.a.) con al menos 4 grupos hidroxi. Preferiblemente, los compuestos polihidroxilados tendran de 4 a 40
grupos hidroxi, preferiblemente de 5 a 20 grupos hidroxi, y mas preferiblemente de 5 a 15 grupos hidroxi. Grupos
polihidroxilados preferidos son los azucares o derivados de azucar, y los mono, di y tri-sacaridos (especialmente los
disacaridos) son particularmente preferidos. Los ejemplos mas preferidos son la trehalosa y sacarosa.

La cantidad de componente de polihidroxi requerido en la formulaciéon o la idoneidad de cualquier compuesto de
polihidroxi en particular o de la mezcla dependera de la naturaleza del componente lipidico i), la naturaleza del
agente bioactivo iii), la solubilidad inherente del agente bioactivo en la parte de los lipidos, y la concentracion que se
requiera con el fin de conseguir una carga suficiente del agente activo en el volumen de administracion. En cualquier
caso particular, la idoneidad y/o cantidad requerida puede ser facilmente establecida por la formulacion de la
composicion, usando los componentes requeridos (i) y (iii), tanto solos como con un aumento de las proporciones de
componente de polihidroxi ii) y observando si el agente activo forma una formulacion estable. Procedimientos
adecuados se describen en detalle en los Ejemplos adjuntos.

Como guia, relaciones en peso tipicas de componente de polihidroxi a agente bioactivo (es decir, componentes ii) :
iii)) seran de 50:1 a 1:5, mas preferiblemente de 20:1 a 1:2, y lo mas preferiblemente de 10:1 a 1:1.

Las formulaciones de la presente invencién contienen un componente de agente bioactivo iii) (descrito de forma
equivalente como "agentes activos" en el presente documento). Los agentes activos pueden ser cualquier
compuesto que tiene un efecto bioldgico o fisiolégico deseado, tal como una proteina, farmaco, antigeno, nutriente,
cosmético, fragancia, aroma, agente de diagndstico, agente farmacéutico, vitamina o agente de la dieta y se
formularan en un nivel suficiente para proporcionar una concentraciéon in situ a nivel funcional (incluyendo
concentraciones locales para composiciones tépicas). En algunas circunstancias uno o mas de los componentes a, b
y/o ¢ también puede ser un agente activo, aunque se prefiere que el agente activo no deba ser uno de estos
componentes. La mayoria de los agentes activos mas preferidos son agentes farmacéuticos que incluyen farmacos,
vacunas y agentes de diagnostico.
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Se ha observado en particular por los presentes inventores que las biomoléculas poliméricas tales como los péptidos
y agentes activos a base de péptidos (por ejemplo, proteinas) logran una mejora considerable en su capacidad para
ser incorporadas de forma estable en sistemas de matriz lipidica mediante la inclusion de un componente de
polihidroxi segun la presente invencion. Los materiales activos bioldgicos favoritos comprenden por lo tanto los
aminoacidos, oligo- y poli-péptidos, proteinas, oligonucleétidos, y vacunas, asi como analogos, derivados y
miméticos de los mismos.

Ejemplos de agentes activos basados en péptidos de especial idoneidad incluyen hormonas peptidicas (por ejemplo,
hormonas derivadas de aminas, hormonas peptidicas, y hormonas polipeptidicas), enzimas (por ejemplo,
oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, ligasas), proteinas (por ejemplo, albuminas, apoproteinas,
proteinas de la sangre, proteinas citoesqueletales, proteinas de unién a ADN, proteinas fetales, proteinas pungal,
aprotinina, globulinas, proteinas de choque térmico, hemoproteinas, lectinas, proteinas sanguineas, proteinas de
membrana, metaloproteinas, proteinas mitocondriales, proteinas de neoplasia, proteinas del tejido nervioso,
proteinas nucleares, nucleoproteinas, proteinas transportadoras, proteinas vegetales, proteinas recombinantes,
escleroproteinas, serpinas, factores de transcripcion, proteinas viricas, proteinas contractiles), factores biolégicos y
productos biolégicos (por ejemplo, antitoxinas, marcadores bioldgicos, marcadores quimiotacticos, coagulasa,
toxinas, antitoxinas, sueros de inmunidad, vacunas), anticuerpos (por ejemplo, monoclonales, policlonales),
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab, F(ab)2, y scVF), antigenos (por ejemplo, antigenos viricos, alérgenos),
y citoquinas (por ejemplo linfoquinas, inmunotoxinas).

Ejemplos especificos de materiales activos adecuados incluyen eritropoyetina (epoetina alfa, epoetina beta,
darbepoetina alfa), G-CSF (Filgrastim), insulina (incluyendo analogos y derivados, miméticos), somatropina (hGH),
interferones (incluyendo el interferén alfa, interferon beta, y analogos), interleucinas (incluyendo IL-1, IL-2, IL-3,... IL-
33), glucagoén, péptido-1 similar al glucagén (y agonistas de los receptores de tipo péptido-1 similar al glucagon),
péptido-2 similar al glucagon (y agonistas de los receptores de tipo péptido-2 similar al glucagén), somatostatina y
analogos de la somatostatina, hormonas estimulantes de melanocitos y sus péptidos relacionados, hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y sus fragmentos, angiotensina y sus péptidos relacionados, anticuerpos y sus
fragmentos, antigenos y sus fragmentos, péptidos natriuréticos atriales, péptidos bioadhesivos, bradiquininas y sus
péptidos relacionados, calcitoninas y sus péptidos relacionados, fragmentos de proteinas de receptores de la
superficie celular, péptidos quimiotacticos, ciclosporinas, citoquinas, dinorfinas y sus péptidos relacionados,
endorfinas y fragmentos de P-lidotropina, encefalina y sus proteinas relacionadas, inhibidores de enzimas, péptidos
inmunoestimulantes y poliaminoacidos, fragmentos de fibronectina y sus péptidos relacionados, péptidos
gastrointestinales, agonistas y antagonistas de la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH), péptidos
liberadores de la hormona de crecimiento, péptidos inmunoestimulantes, hormonas que liberan la hormona
luteinizante (LHRH) y sus péptidos relacionados, péptidos relacionados con la sefial de localizacion nuclear,
neurotensinas y sus péptidos relacionados, péptidos neurotransmisores, péptidos opiaceos, oxitocinas, vasopresinas
y sus péptidos relacionados, hormona paratiroidea y sus fragmentos, proteinas quinasas y sus péptidos
relacionados, sustancia P y sus péptidos relacionados, factores de crecimiento transformadores (TGF) y sus
péptidos relacionados, fragmentos de factor de necrosis tumoral, toxinas y toxoides y péptidos funcionales, tales
como péptidos contra el cancer, incluyendo angioestatinas, péptidos antihipertensivos, péptidos de anticoagulacion
de la sangre, y péptidos antimicrobianos; seleccionados del grupo que consiste en proteinas tales como
inmunoglobulinas, angiogeninas, proteinas morfogénicas 6seas, quimiocinas, factores estimulantes de colonias
(CSF), citoquinas, factores de crecimiento, leptinas, factores inhibidores de la leucemia, factores de células madre y
factores de crecimiento transformadores.

De particular idoneidad para las presentes invenciones son interferones (incluyendo analogos, tales como
aglutinantes de complejos del receptor IFNAR), glucagon, agonistas de los receptores del péptido-1 similar a
glucagon, receptores del péptido-2 similar a glucagdn, somatostatina y analogos de la somatostatina.

Los interferones (IFN) son una familia de proteinas de origen natural, que tienen pesos moleculares que oscilan de
15.000 a 21.000 daltones, producidas por las células nucleadas, moléculas que tienen actividad antivirica,
antiproliferativa, y de regulacion de la respuesta inmune. Los interferones incluyen los tipos I, 1l y lll, de los cuales el
tipo | incluye todos los interferones alfa y beta (mas omega, épsilon, y kappa) asi como los analogos que incluyen
todos los aglutinantes del complejo del receptor IFNAR. Algunos ejemplos de interferones terapéuticos adecuados y
analogos (y productos correspondientes) incluyen; Alfa-2a (Roferon-A), Alfa-2b (Intron-A), Alfa-n3 (Alferon), Alfacon-
1 (Infergen), Peginterferon alfa-2a (Pegasys), Peginterferon alfa-2b (Peg-Intron), Beta-1a (Rebif, Avonex), Beta-1b
(Betaferon). Interferones conocidos de tipo Il incluyen el interferon gamma, y el tipo Ill que consiste en interferon
lambda. Interferones de todos los tipos son utiles en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas, tal como el
cancer y la leucemia.

El péptido similar al glucagdén (GLP)-1 es una hormona glucorreguladora potente que se libera de las células
intestinales L en la circulacion en respuesta a la ingestion de nutrientes y estimulos neuronales y endocrinos.
Estructuralmente, el precursor de GLP-1 (precursor de las formas activas) es un péptido de 37 aminoacidos con un
peso molecular de 4,2 kDa, que tiene una secuencia muy conservada entre diferentes especies. Después de la
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escision post-traduccion de los primeros seis aminoacidos del precursor, se generan dos formas activas
equipotentes de GLP-1 ((7-37) amida y (7-36) amida). GLP-1 esta implicada en la modificacion de la homeostasis de
la glucosa a través de acciones que incluyen la potenciacion de la secrecion de insulina estimulada por la glucosa y
la biosintesis y la supresion de la secrecion de glucagon, el vaciamiento gastrico y la ingesta de alimentos. El
potencial terapéutico del GLP-1 nativo esta limitado por su semivida plasmatica muy corta (menos de 2 minutos).
Esto se debe tanto a la rapida inactivacion por la enzima proteolitica dipeptidilpeptidasa (DPP)-IV como al
aclaramiento renal. Por consiguiente, se han desarrollado para uso clinico analogos de GLP-1 de accion prolongada
resistentes a DPP-IV, que incluyen exenatida (Byetta, Amylin Lilly), liraglutida (Novo Nordisk), CJC-1131
(ConjuChem), AVEQ10 (Zealand Farma Sanofi-Aventis), LY548806 (Lilly), TH-0318 (TheraTechnologies), y BIM
51077 (Ipsen-Roche). Todos estos son productos de administracion de una vez o dos veces al dia; un producto de
liberacion controlada (una semana) exenatida (exenatida LAR-Alkermes Amylin-Lilly) esta actualmente en
investigacion clinica. Estos miméticos de GLP-1 se unen a los receptores de GLP-1 con una afinidad similar o
superior y producen acciones bioldgicas idénticas a las del GLP-1 nativo, pero son resistentes a la inactivacion
mediada por DPP-IV y al aclaramiento renal.

Las estructuras y las secuencias de las dos formas de origen natural equipotentes de GLP-1 y algunos analogos
conocidos se muestran a continuacion. Un sistema simple se utiliza para describir fragmentos y analogos de GLP-1.
Por ejemplo, Arg34-GLP-1 (7-37) designa un analogo de GLP-1 formalmente derivado del precursor de GLP-1
mediante la eliminacién de los residuos de los aminoacidos nimeros 1 a 6 y sustituyendo el residuo de aminoacido
de origen natural en la posicion 34 (Lys) por Arg.

GLP-1(7-37) nativo (humano)

His7-Ala-Glu-Gly10-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp15-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala25-Lys-Glu-Phe-lle-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly37

Nativo (humano)
GLP-1(7-36)amida

Otros agonistas del receptor de GLP-1 adecuados se describen en, por ejemplo Knudsen et al. J. Med. Chem. 2000,
43, 1664-1669; Knudsen J. Med. Chem. 2004, 47, 4128-4134; Hui et al. Diabetes Metab. Res. Rev. 2005, 21, 313-
331 y Holz y Chepumy Curr. Med. Chem. 2003, 10, 2471-2483. Estas citas se incorporan aqui como referencias en
su totalidad, y aunque pasajes especificos se mencionan en el presente documento, todas las secuencias de
analogos de GLP-1 y todos los agonistas del receptor GLP-1 mencionados en cualquiera de estos documentos son
adecuados para usar en la presente invencion. Los agonistas del receptor de GLP-1 como se refieren en el presente
documento incluyen todos los analogos de GLP-1 como se describieron anteriormente y en las referencias citadas
anteriormente.

Dado que GLP-1 es una hormona peptidica, los analogos y agonistas del receptor de GLP-1 tipicos seran péptidos,
especialmente de alrededor de 30 aminoacidos, por ejemplo, de 20 a 45, especialmente de 25 a 38.
Preferiblemente, dichos péptidos estaran estructuralmente relacionados con GLP-1 y/o uno o mas de los analogos
conocidos, incluidos los enumerados en el presente documento. Los péptidos pueden contener sélo aminoacidos
seleccionados de los 20 a-aminoacidos indicados en el codigo genético, o mas preferiblemente pueden contener sus
isdbmeros y otros aminoacidos naturales y no naturales, (generalmente a, 8, o y amino acidos) y sus analogos y
derivados.

Los derivados de aminoacidos son especialmente utiles en los extremos de los péptidos, en donde el amino terminal
o el grupo carboxilato 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 (por el cual se entiende, en el
presente documento a lo largo de la cadena alquilo C1-C12, preferiblemente alquilo C1-C6, por ejemplo metilo, etilo,
n-propilo, isopropilo, n-butilo, iso-, sec- o t-butilo, etc.), arilo (por ejemplo fenilo, bencilo, naftilo, etc.) u otros grupos
funcionales, preferiblemente con al menos un heteroatomo y que tienen preferiblemente no mas de 10 atomos en
total, mas preferiblemente no mas de 6.

Por "analogo de GLP-1", como se usa en este documento se indica cualquier agonista del receptor de GLP-1 (o
menos preferiblemente antagonista), incluyendo las formas de origen natural de GLP-1, ya sea humano o de
cualquier otra especie. Estos analogos son preferiblemente péptidos, derivados de péptidos o miméticos de
péptidos. Agonistas de GLP-1 derivados de péptidos son los mas preferidos, tales como los indicados anteriormente
y, especialmente, GLP-1(7-37), GLP-1(7-36) amida, Liraglutida, AVE-010 (ZP10), TH0318 y Exenatida.

Los agonistas del receptor del péptido 2 similar a glucagén corresponden en la naturaleza a los agentes activos
descritos anteriormente para los agonistas del receptor de GLP-1, pero son activos frente al receptor de GLP-2.
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Todos los agonistas del receptor de GLP-1 y del receptor de GLP-2 son utiles en el tratamiento de la diabetes,
especialmente la diabetes de tipo Il, y tratamiento terapéutico y cosmético (no terapéutico) para la pérdida de peso o
la obesidad.

En un aspecto, el agente activo no es el GLP-1. En un aspecto relacionado, el agente activo no es un analogo de
GLP-1 o agonista del receptor de GLP-1. Estos se describieron en detalle anteriormente.

La somatostatina es una hormona peptidica ciclica de 14 residuos que tiene la secuencia Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-
Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys, donde los dos residuos de cistina estan conectados por un puente disulfuro para
generar una vuelta B tipo Il en la secuencia de union clave de Phe-Trp-Lys-Thr. La somatostatina es una hormona
peptidica natural también conocida como factor de inhibicion de la liberacion de la hormona de crecimiento y tiene un
papel como antagonista de la insulina, glucégeno y ciertas otras hormonas en la liberacion de somatotropina
(hormona de crecimiento humano). La semivida bioldgica de la somatostatina natural es muy corta (1-3 minutos) y
por ello es dificil generar una formulacion terapéutica viable usando este activo, pero un nimero creciente de
analogos de la somatostatina se estan haciendo disponibles con actividades mas altas y/o tiempo de aclaramiento
mayor in vivo.

Analogos de la somatostatina, tal como la octreotida, lanreotida, vapreotida y péptidos relacionados, se utilizan o son
indicados en el tratamiento de una variedad de condiciones donde se administran tipicamente durante un periodo
prolongado. Analogos de la somatostatina preferidos son analogos de péptidos, incluyendo aquellos que
comprenden aminoacidos modificados, tales como los descritos anteriormente en relacién con otras sustancias
activas.

Todas las somatostatinas y analogos son utiles en el tratamiento de la diabetes, especialmente la diabetes de tipo I,
y en el tratamiento terapéutico y cosmético (no terapéutico) para la pérdida de peso o la obesidad.

La cantidad de agente bioactivo a formular con las preformulaciones de la presente invencién dependera de la dosis
funcional y del periodo durante el cual la composicion depot formada después de la administracion tiene que
proporcionar liberacion sostenida. Tipicamente, la dosis formulada para un agente particular sera aproximadamente
equivalente a la dosis diaria normal, multiplicado por el nimero de dias que la formulacién va a proporcionar la
liberacion. Aunque la tasa de liberacion de una matriz de liberacion controlada a base de lipidos puede ser muy
lineal, la mayor concentracion sera generalmente poco después de la administracion y sera necesario que la dosis
sea adaptada para tener en cuenta los efectos adversos de una dosis relativamente alta en el inicio del tratamiento.
La cantidad precisa adecuada en cualquier caso sera facilmente determinada mediante la experimentacion
adecuada.

Como una guia de trabajo, un nivel de 1 mg a 200 mg de agente activo por 1 g de matriz de liberacion controlada a
base de lipidos es un nivel adecuado. Esto es mas preferiblemente que sea de 2 a 100 mg de agente activo por
gramo de matriz. Un volumen de administracion de 0,05 a 10 ml, preferiblemente de 0,1 a 8 ml (especialmente 0,2 a
5 ml) es muy apropiado, especialmente para aplicacion parenteral, para equilibrar la carga del farmaco, la facilidad
de administracion y la incomodidad para el sujeto.

En una realizacion, las pre-formulaciones de la presente invencion generalmente se administran por via parenteral.
Esta administracion en general no sera por un método intravascular, sino que sera preferiblemente subcutanea,
intracavitaria, intravitrea o intramuscular. Tipicamente, la administracion sera mediante inyeccion, término que se
usa aqui para indicar cualquier método en el que se hace pasar la formulacion a través de la piel u otra superficie del
cuerpo, tal como por medio de una aguja, catéter o un inyector sin aguja.

La inyeccién subcutanea, intracavitaria, intravitrea o intramuscular mediante cualquier método adecuado seran por lo
tanto apropiadas.

En una realizacion alternativa, las formulaciones de la presente invencion pueden formar depésitos no parenterales,
donde el agente activo se libera lentamente en una superficie del cuerpo. Es especialmente importante en esta
realizacion que las pre-formulaciones de la invencion y/o las composiciones depot cristalinas liquidas formadas de
los mismos deban ser preferiblemente bioadhesivas. Es decir que las composiciones deben recubrir la superficie a la
que se aplican y/o sobre la que se forman segun proceda, y deben permanecer incluso cuando esta superficie esta
sujeta a un flujo de aire o liquido y/o a la frotacion. Es particularmente preferible que las composiciones depot
cristalinas liquidas formadas sean estables al lavado con agua. Por ejemplo, un pequefio volumen de precursor de
depot puede ser aplicado a una superficie del cuerpo y ser expuesto a un flujo de quinientas veces su propio
volumen de agua por minuto durante 5 minutos. Después de este tratamiento, la composicion puede considerarse
bioadhesiva si menos del 50% del agente bioactivo se ha perdido. Preferiblemente, este nivel de pérdida sera
igualado cuando el agua que equivale a 1.000 veces y mas preferiblemente a 10 000 veces el volumen de la
composicion se hace fluir por minuto durante cinco, o, preferiblemente, 10, minutos.
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Aunque las composiciones depot no parenterales de la presente invencién pueden absorber parte o la totalidad del
agua necesaria para formar una estructura de fase cristalina liquida desde las superficies biologicas con las que
estan en contacto, un poco de agua adicional también puede ser absorbida desde el aire circundante. En particular,
cuando se forma una capa fina de gran area superficial entonces la afinidad de la composicion por el agua puede ser
suficiente para que se forme una estructura de fase cristalina liquida por contacto con el agua en el aire. El "fluido
acuoso” al que se refiere el presente documento, es por tanto, al menos parcialmente, aire que contiene algo de
humedad en esta realizacion.

Composiciones depot no parenterales tipicamente se generaran por la aplicacion de la pre-formulacién tépicamente
a una superficie corporal o a una cavidad corpérea natural o generada artificialmente y/o a la superficie de un
implante. Esta aplicacion puede ser mediante aplicaciéon directa del liquido tal como por pulverizacion, inmersion,
enjuague, aplicacion de un rodillo de almohadilla o bola, inyeccion intra-cavidad (por ejemplo, para una cavidad
abierta con o sin el uso de una aguja), pintura, dejandolo caer (especialmente en los ojos) y otros métodos similares.
Un método muy eficaz es pulverizacion por aerosol o bomba y, evidentemente, esto requiere que la viscosidad de la
pre-formulacion sea tan baja como sea posible y es por lo tanto muy adecuado para las composiciones de la
invencion. Depdsitos no parenterales pueden, sin embargo, ser usados para administrar agentes sistémicos, por
ejemplo, por via transmucosa o transdérmica.

Depots no parenterales también se pueden usar para la aplicaciéon a superficies, en particular de implantes y
materiales que estaran en contacto con el cuerpo o una parte del cuerpo o fluido corporal. Los dispositivos tales
como implantes, catéteres, etc. pueden por lo tanto ser tratados, por ejemplo, por inmersién o pulverizacion con las
pre-formulaciones de la invencién, que formaran una capa robusta para reducir la introduccion de la infeccion.
Activos anti-infecciosos son especialmente adecuados para este aspecto.

Composiciones depot no parenterales son también de beneficio significativo en combinacion con agentes activos no
farmacéuticos, tales como activos cosméticos, fragancias, aceites esenciales, etc. Tales depdsitos no farmacéuticos
mantendran los aspectos importantes de bioadhesion y de liberacién sostenida para proporcionar efectos
cosméticos prolongados, pero pueden ser facilmente aplicados por pulverizacion o frotado. Esto, ademas, se aplica
a los agentes que tienen tanto beneficios cosméticos como médicos (especialmente profilacticos), tales como
agentes de proteccion solar. Dado que las composiciones depot tépicas proporcionan, barreras robustas resistentes
al agua que pueden solubilizar niveles altos de sustancias activas, son especialmente adecuadas para los
protectores solares y bloqueadores solares en combinacién con absorbentes de la luz ultravioleta (UV, o sea, rayos
UVa, UVb y/o UVc) y/o agentes de dispersion, en particular donde altos niveles de proteccion son deseables. Las
composiciones son ademas altamente biocompatibles y pueden actuar para humectar y refrescar la piel durante la
exposicién al sol. Las composiciones de la invencidon que contienen agentes calmantes como el aloe vera también
son muy adecuadas para la aplicacion calmante y humectante después de la exposicién a la luz solar, o a la piel que
esta seca, inflamada o dafiada debido, por ejemplo, a irritacion, quemado o abrasion.

Las formulaciones de la presente invencién proporcionan preferentemente fases estructuradas, tales como
composiciones depot cristalinas liquidas no laminares tras la exposicién a fluidos acuosos, especialmente in vivo y
en contacto con las superficies del cuerpo. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "no laminar" se
usa para indicar una fase cristalina liquida normal o invertida (tal como una fase cubica o hexagonal) o la fase L3 o
cualquier combinacién de las mismas. El término cristalino liquido indica todas las fases cristalinas liquidas
hexagonales, y todas las fases cristalinas liquidas cubicas y/o todas las mezclas de las mismas. Hexagonal como se
utiliza en el presente documento indica hexagonal "normal” o "invertida" (preferiblemente invertida) y "cubica" indica
cualquier fase cristalina liquida cubica a no ser que se especifique lo contrario. Mediante el uso de las pre-
formulaciones de la presente invencion, es posible generar cualquier estructura de fase presente en el diagrama de
fase de los componentes a y b con agua. Esto es porque las pre-formulaciones se pueden generar con una gama
mas amplia de concentraciones relativas de los componentes que los sistemas depot de lipidos anteriores sin correr
el riesgo de separacion de fases o de que resulten en soluciones muy viscosas para inyeccion. En particular, la
presente invencion permite el uso de concentraciones de fosfolipidos por encima de 50% en relacién con el
contenido total del anfifilo. Esto permite el acceso a fases solamente vistas a concentraciones altas de fosfolipidos,
particularmente las fases cristalinas liquidas hexagonales, y también es muy eficaz en la solubilizacion de los
componentes polihidroxi/agente activo.

Una muy considerable ventaja de la presente invencion es que las formulaciones que tienen una alta carga del
agente bioactivo son estables en una forma adecuada para la administracion directa. Es decir, las formulaciones no
requieren ninguna preparacion en el punto de atencién, sino que pueden ser pre-generadas a gran escala y se
distribuyen en forma lista para la administracion. Esto se hace ain mas beneficioso debido a que cada uno de los
componentes es un componente liquido o soluble Unico que se puede esterilizar por filtracién o por tratamiento
térmico usando métodos rutinarios. Todas las formulaciones, en todos los aspectos de la invencion estan por lo tanto
preferiblemente en una forma lista para su administracion. Las formulaciones pueden por lo tanto ser distribuidas en
paquetes estériles de una dosis Unica o en paquetes estériles de dosis multiples listos para su uso inmediato. Tal
distribucion puede estar convenientemente en la forma de un dispositivo de administracion precargado.
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En un aspecto adicional, la invencion proporciona por lo tanto un dispositivo de administracion precargado que
contiene una formulacién como se describe en este documento. Preferiblemente, el dispositivo contendra una o
varias dosis de la formulacion. Preferiblemente, el dispositivo y la formulacion seran estériles y en un envase estéril.
Preferiblemente, la formulacion estara lista para su administracion.

Del mismo modo, la invencién proporciona en un aspecto adicional un kit que comprende uno o mas dosis medidas
de una formulacién de la invencion, como se describe en este documento, y al menos un dispositivo de
administracion.

Los dispositivos de administracion adecuados dependeran de la naturaleza y el uso de la composicion particular,
pero pueden ser, por ejemplo jeringas (que pueden ser proporcionados con o sin agujas), inyectores sin aguja,
pulverizaciones, aerosoles, plumas de inyeccion y asi sucesivamente.

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos, y la figura
adicionada, en la que:

La Figura 1. Muestra la concentracion plasmatica de somatostatina en la rata (n=6) después de la administracion
subcutanea de una formulacion de somatostatina de la invencion y una formulacién de placebo. Las barras de
errores denotan la desviacion estandar.

Ejemplos

Abreviaturas utilizadas:

Nombre Abreviatura Suministrador
Fosfatidilcolina, soja SPC Lipoid, Alemania
Dioleoil fosfatidilcolina DOPC Lipoid, Alemania
(sintética)
dioleato de glicerol GDO Danisco,Dinamarca
Etanol (99,5%) EtOH Kemetyl, Suecia
Trehalosa TRE Sigma-Aldrich, Suecia
Sucrosa SucC Sigma-Aldrich, Suecia
Manitol MAN Sigma-Aldrich, Suecia
Peroxidasa (rabano) PER Sigma-Aldrich, Suecia
Pepsina PEP Sigma-Aldrich, Suecia
Lisozima LYS Sigma-Aldrich, Suecia
Péptido 1 (7-36) amida similar al GLP-1 Polypeptide Laboratories Inc.,
glucagon, sal de acetato CA, USA
Somatostatina, sal de acetato SOM Polypeptide Laboratories Inc.,
CA, USA

Ejemplo 1. Preparacion de formulaciones lipidicas liquidas no acuosas de pepsina (PEP)

Se prepararon formulaciones lipidicas liquidas de SPC/GDO/EtOH o DOPC/GDO/EtOH pesando el componente
respectivo en un vial de vidrio seguido por la rotaciéon de extremo a extremo durante al menos 6 horas a temperatura
ambiente. Las composiciones de lipidos utilizadas se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Composiciones lipidicas en % de peso (peso%)
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Numero de formulacion lipidica SPC DOPC | GDO EtOH
1 45 - 45 10
2 42,5 - 42,5 15
3 - 42,5 42,5 15

Las soluciones acuosas de PEP (Pm ca 35 kDa) se prepararon disolviendo PEP en una solucion acuosa que
contenia la cantidad requerida del componente de polihidroxi (TRE, SUC o MAN) en viales de vidrio. La
concentracion final de PEP fue de 10 mg/ml. Las soluciones resultantes se congelaron a -85° C durante 1 hora
seguido de liofilizacion durante la noche. Los polvos resultantes que comprendian PEP/componente de polihidroxi en
relaciones de peso de 2:1 a 1:3 fueron finamente molidos con una espatula antes de la adicion a las formulaciones
lipidicas.

Los polvos liofilizados se afiadieron a las formulaciones lipidicas de modo que la concentracion final de PEP en las
formulaciones fue del 1% en peso, seguido por la rotacién de extremo a extremo durante de 1-3 dias. Las
formulaciones resultantes se evaluaron visualmente en cuanto a su homogeneidad y transparencia, donde una
muestra homogénea y transparente indica la disolucion completa de PEP. Los resultados se exponen en la Tabla 2.

Tabla 2. Formulaciones de lipido/PEP/componente de polihidroxi (composicion lipidica como en la tabla 1)

) concentracion de
form’:ljlljarz%rr? I?p(?dica PEP/TRE PEP/SUC PEP/MAN Formulacion transparente PEP
(peso:peso) | (peso:peso) | (peso:peso) y homogénea (peso%)
1 1:1 - - Si 1
1 1:2 - - Si 1
1 1:2,5 - - Si 1
1 1:3 - - Si 1
2 1:2,5 - - Si 1
3 1:2,5 - - Si 1
2 - 1:2,5 - Si 1
1 - - 1:2,5 No 1

Se desprende de los resultados de la Tabla 2 que TRE y SUC producen un alto efecto potenciador de la solubilidad
en la matriz lipidica no acuosa mientras que MAN no es eficaz. Es importante que PEP puro no pudiese disolverse
en ningun grado observable visualmente en cualquiera de las formulaciones lipidicas 1-3.

Ejemplo 2. Preparacion de formulaciones lipidicas no acuosas liquidas de lisozima (LYS)
Se prepararon formulaciones lipidicas liquidas como se describié en el Ejemplo 1.

Polvos de LYS liofilizados (Pm ca 15 kDa) y componente de polihidroxi se prepararon en la misma forma que para el
PEP en el Ejemplo 1.

Los polvos liofilizados fueron anadidos a las formulaciones lipidicas de forma que la concentracion final de LYS en
las formulaciones fue de 1-2% seguido de rotacion de extremo a extremo durante 1-3 dias. Las formulaciones
resultantes fueron después visualmente examinadas en cuanto a homogeneidad y transparencia en donde una
muestra homogénea y transparente indica la completa disolucion de LYS. Los resultados se exponen en la Tabla 3
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Tabla 3. Formulaciones de lipido/LYS/ componente de polihidroxi (composicién de lipido como en la tabla 1)

Numero de formulacion

LYS/TRE

LYS/MAN

Formulaciéon homogénea

Concentracion de LYS

lipidica y transparente
(peso:peso) | (peso:peso) (pes0%)
1 1:2,5 - Si 1
2 1:2,5 - Si 1
3 1:2,5 - Si 2
2 - 1:2,5 No 1

Se desprende de los resultados de la Tabla 3 que TRE produce un alto efecto potenciador de la solubilidad en la
matriz lipidica no acuosa mientras que MAN no es efectivo. Es Importante que LYS pura no pudiese disolverse en
ningun grado observable visualmente en ninguna de las formulaciones lipidicas 1-3.

Ejemplo 3. Preparacion de la formulacion lipidica liquida no acuosa de peroxidasa (PER) de rabano picante
Se prepararon formulaciones lipidicas liquidas como se describié en el Ejemplo 1.

Se prepararon polvos liofilizados de PER (Pm ca 40 kDa) y componente de polihidroxi de la misma manera que para
el PEP en el Ejemplo 1.

Los polvos liofilizados se afiadieron a las formulaciones de lipidos tal que la concentracion final de PER en las
formulaciones fue del 1% en peso, seguido por la rotacion de extremo a extremo durante 4 horas. Las formulaciones
resultantes se evaluaron visualmente en cuanto a la homogeneidad y transparencia, donde una muestra homogénea
y transparente indica disolucion completa de PER. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Formulacion de lipido/PER/componente de polihidroxi (composicion lipidica como en la Tabla 1)

Numero de formulacion lipidica | PER/TRE | Formulacién homogénea y transparente | Concentracion de PER
(peso:peso) (peso%)
2 1:2,5 Si 1

Es evidente a partir de los resultados en la Tabla 4 que TRE produce un alto efecto potenciador de la solubilidad en
la matriz lipidica no acuosa. Es importante, que PER puro no pudiese disolverse en ningun grado visiblemente
observable en la formulacién lipidica nimero 2.

Ejemplo 4. Preparacion de la formulacion lipidica no acuosa liquida de somatostatina (SOM)
Se prepararon las formulaciones lipidicas liquidas como se describid en el Ejemplo 1.

Polvos liofilizados de SOM (Pm ca 1,6 kDa) y componente de polihidroxi se prepararon de la misma manera que
para PEP en el Ejemplo 1.

Los polvos liofilizados se afiadieron a las formulaciones lipidicas de manera que la concentracion final de SOM (base
libre) en las formulaciones fue de 1-2% en peso, seguido por la rotacién de extremo a extremo durante 1-3 dias. Las
formulaciones resultantes se evaluaron visualmente en cuanto a homogeneidad y transparencia, donde una muestra
homogénea y transparente indica disolucion completa de SOM. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Formulacion de lipido/SOM/componente de polihidroxi (composicion del lipido como en la Tabla 1).
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Concentracién (peso%)
de
Numero de formulacion SOM/TRE Formulacién homogénea y
lipidica (peso:peso) transparente SOM (base libre)
1 1:2,5 Si 1
2 1:2,5 Si 2
3 1:2,5 Si 2

Se desprende de los resultados en la Tabla 5 que TRE produce un alto efecto potenciador de la solubilidad en la
matriz lipidica no acuosa que produce concentraciones de SOM (base libre) de al menos el 2% en peso. Es
importante que, para SOM puro, una cantidad substancial de SOM no disuelto estaba presente en las muestras
después del equilibrado de mas de 3 dias a temperatura ambiente.

Ejemplo 5. Preparacion de la formulacion lipidica liquida no acuosa de péptido-1 similar a glucagéon (GLP-1)
Se prepararon formulaciones lipidicas liquidas como se describié en el Ejemplo 1.

Polvos liofilizados de GLP-1 (Pm ca 3,3 kDa) y componente de polihidroxi se prepararon de la misma manera que
para el PEP en el Ejemplo 1, excepto que se incluyd acido acético al 0,1% en peso en el medio acuoso antes de la
liofilizacion.

Los polvos liofilizados se afiadieron a las formulaciones lipidicas de manera que la concentracion final de GLP-1 en
las formulaciones fue de 1-1,5% en peso, seguido por la rotacion de extremo a extremo durante 1-3 dias. Las
formulaciones resultantes se evaluaron visualmente en cuanto a su homogeneidad y transparencia, donde una
muestra homogénea y transparente indica completa disolucion de GLP-1. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Formulacion de lipido/GLP-1/componente de polihidroxi (composicion lipidica como en la tabla 1)

Numero de formulacion GLP-1/TRE GLP-1/MAN Formulacién homogénea y Concentracion de
de lipido transparente GLP-1
(peso:peso) (peso:peso)
(peso%)
1 1:1 - Si 1
1 1:2 - Si 1
1 1:2,5 - Si 1
2 1:2,5 - Si 1
2 - 1:2,5 No 1
3 1:2,5 - Si 1,5

Se desprende de los resultados de la Tabla 6 que TRE produce un alto efecto potenciador de la solubilidad en la
matriz lipidica no acuosa mientras que MAN no es eficaz. Es importante destacar que, para GLP-1 puro, una
cantidad sustancial de GLP-1 no disuelta aun estaba presente en las muestras después de mas de 3 dias de
equilibrado a temperatura ambiente.

Ejemplo 6. Medicion de la actividad de peroxidasa residual en las formulaciones de lipido basadas en la peroxidasa
de rabano picante (PER)

Se prepardé una formulacion lipidica liquida que comprendia PER 0,95% en peso (9,53 mg PER/g) y una
composicion lipidica de SPC/GDO/EtOH = 42,5/42,5/15% en peso como se describié en el Ejemplo 3.
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La formulacidon homogénea y transparente resultante se ensay6 para la actividad de peroxidasa de la siguiente
manera:

La muestra de lipidos se peso6 directamente en un matraz volumétrico de 2 ml y después se disolvio y se llend hasta
el volumen con una mezcla de metanol (MeOH) y dimetilsulféxido (DMSQ) a una proporcion en volumen de 1:1.

Se disolvieron 5,70 mg de tetrametil bencidina (TMB) en 950 yl de DMSO. Se mezcl6 400 pl de la solucién resultante
con 12 ml de tampodn de citrato (50 mM, pH 5,5) que también contenia 13,5 pl de H2O; al 30% (mezcla de sustrato).
Se dispensaron 50 ul de muestras de estandares por duplicado en pocillos separados en una placa de
microtitulacion transparente, y se mezclaron con 150 pl/pocillo de mezcla de sustrato. Después de la incubacion
durante 15 minutos a temperatura ambiente (en la oscuridad), la reaccion se detuvo con 100 pl/pocillo de HCI 2N. Se
registré la absorbancia a 450 nm de cada pocillo.

La actividad de la peroxidasa (equivalentes PER, mg/g) en las tres réplicas de la formulacion lipidica se presentan
en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7. Actividad de peroxidasa en la formulacion lipidica. Se hicieron medidas por triplicado

Réplicas Equivalentes PER CV, % Recuperacion,%
mg/g
I 13,83 17,12 144,97
Il 13,09 4,66 137,26
I 13,62 7,49 142,83
Promedio 13,52 2,81 141,69

El PER disuelto en la formulacion lipidica esta activo; el hecho de que la actividad de la proteina formulada sea
mayor que el estandar de referencia (es decir, recuperacion> 100%) puede ser debido a una "proteccion" de la
enzima por los lipidos frente a los efectos negativos de los disolventes organicos utilizados para disolver la
formulacion y las muestras estandar.

Ejemplo 7. Preparacion de formulaciones lipidicas liquidas no acuosas de pepsina (PEP) usando un polvo secado
por pulverizacién de PEP/trehalosa

Se prepararon formulaciones lipidicas liquidas como se describié en el Ejemplo 1.

Las soluciones acuosas de PEP (Pm ca 35 kDa) se prepararon disolviendo PEP en una solucion acuosa que
contenia la cantidad requerida del componente de polihidroxi (TRE) en viales de vidrio. La concentracién final de
PEP fue de 10 mg/ml. La solucién resultante se secd por pulverizacion usando un pulverizador secador BUCHI Mini.
El polvo resultante que comprendia PEP/componente de polihidroxi con una relacion en peso de 1:2,5 fue finamente
molido con una espatula antes de la adicién a las formulaciones lipidicas.

El polvo secado por pulverizacién se afiadié a las formulaciones lipidicas de forma que la concentracion de PEP final
en las formulaciones fue del 1% en peso, esto fue seguido por la rotacion de extremo a extremo durante 1 dia. Las
formulaciones resultantes se evaluaron visualmente en cuanto a su homogeneidad y transparencia, donde una
muestra homogénea y transparente indica la disolucion completa de PEP. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Formulaciones lipido/PEP/componente de polihidroxi (composicion lipidica como en la Tabla 1)

Numero de formulacion PEP/TRE Formulacién homogénea y Concentracion de PEP
lipidica tranparente (pes0%)
(peso:peso)
1 1:2,5 Si 1
2 1:2,5 Si 1
3 1:2,5 Si 1
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Se desprende de los resultados de la Tabla 8 que el polvo de PEP/TRE secado por pulverizado exhibe una alta
solubilidad en la matriz lipidica no acuosa. Es importante, que PEP puro no pudiese disolverse en ningun grado
visiblemente observable en ninguna de las formulaciones lipidicas 1-3.

Ejemplo 8. Actuacion in vivo de la formulacion liquida lipidica no acuosa de somatostatina (SOM)

Se prepard una formulacion lipidica liquida que comprendia SPC/GDO/EtOH = 44/44/12% en peso como se
describio en el Ejemplo 1.

Se prepard un polvo liofilizado de SOM (Pm ca 1,6 kDa) y TRE de la misma manera que en el Ejemplo 4 dando una
proporcion de SOM (base libre)-a-TRE en peso de 1:2,5.

El polvo liofilizado se afiadié a la formulacion de lipidos de forma que la concentracion final de SOM (base libre) en
la formulacion fue del 2% en peso (ca 20 mg/ml) esto fue seguido por la rotacion de extremo a extremo durante 1
dia. La formulacién resultante fue homogénea y transparente, y se sometié a filtracion a través de un filtro de
membrana de 0,22 micras Millipore® PES. La formulacion esterilizada por filtracion final se inyectd por via
subcutanea a las ratas (macho Sprague-Dawley).

La liberacion de SOM en el modelo de rata in vivo fue seguida durante 14 dias. Las formulaciones se administraron
por via subcutanea entre las escapulas usando una jeringuilla (23 G, 0,6 mm x 25 mm). La concentracién de SOM
en el plasma de rata se cuantifico utilizando un kit comercial ELISA (S-1164, Bachem/Peninsula Laboratories, limite
de cuantificaciéon = 0,03 ng/ml). La dosis fue de 20 mg/kg y el volumen de dosis fue de 1 ml/kg correspondiente a
una carga de farmaco de 2,0% en peso de SOM (base libre).

De la Figura 1 (n=6), queda claro que la formulacién investigada proporciona un perfil de liberacién sin un efecto de
estallido, es decir, con una liberacion inicial baja de SOM y con un Cmax/C14qd = 6,5. Ademas, los niveles de SOM
fueron mas altos (por un factor de 2-9 en funcién del punto de tiempo) que los niveles endégenos de SOM en al
menos 14 dias como se puede deducir mediante la comparacién con la formulacién placebo. Es de destacar que a
pesar de la semivida muy corta de SOM en el plasma de la rata (del orden de unos pocos minutos) la formulacion de
la invencién todavia proporciona al menos 14 dias de duracion.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulaciéon que comprende:

i) Una matriz de liberacion controlada a base de lipidos

i) Un componente de polihidroxi seleccionado del grupo que consiste en trehalosa, sacarosa y mezclas de las
mismas

iiil) Un agente bioactivo péptido o proteina que no es GLP-1

en donde el agente bioactivo esta presente a una concentracion de 1 a 200 mg por gramo de (i).

2. La formulacion de la reivindicacion 1, en donde al entrar en contacto con un medio acuoso, la formulacion
se ensambla en una masa o particulas de al menos una estructura de fase ordenada.

3. La formulacion de la reivindicacion 2, en donde el fluido acuoso es un fluido corporal.

4. La formulacion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la matriz de liberaciéon controlada a
base de lipidos i) comprende una mezcla de viscosidad baja de:

a) al menos un lipido de diacilo neutro y/o un tocoferol;
b) al menos un fosfolipido;
c) opcionalmente y preferiblemente al menos un disolvente organico biocompatible (preferiblemente que

contenga oxigeno);
d) opcionalmente y preferiblemente al menos un agente de fragmentacion.

5. La formulacion de la reivindicacion 4, en donde los componentes a), b) y c) se seleccionan
independientemente como sigue:

el componente a) es GDO, tocoferol o mezclas de ambos,
el componente b) es la fosfatidil colina, y
el componente c) comprende etanol.

6. La formulacién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el agente bioactivo iii) se selecciona
del grupo que consiste en los interferones, glucagén, agonistas de los receptores de tipo péptido-1 similar al
glucagén que no son GLP-1, agonistas de los receptores de tipo péptido-2 similar al glucagén, somatostatina,
analogos de la somatostatina y mezclas de los mismos.

7. Un procedimiento para la formacion de una formulacién adecuada para la administracion de un agente
bioactivo péptido o proteina que no es GLP-1 a un sujeto (preferiblemente un mamifero), dicho proceso comprende
disolver una mezcla de dicho agente bioactivo en una matriz de liberacion controlada a base de lipidos, en donde al
menos uno de dicho agente bioactivo y/o dicha matriz de liberaciéon controlada a base de lipidos esta en mezcla con
un componente de polihidroxi, en donde el componente de polihidroxi se selecciona del grupo que consiste en
trehalosa, sacarosa y mezclas de las mismas, y en donde la formulacidon resultante esta presente a una
concentracion de 1 a 200 mg por gramo de la matriz de liberacion controlada a base de lipidos.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, que comprende disolver una mezcla de dicho agente bioactivo y
dicho componente de polihidroxi en una matriz de liberacién controlada a base de lipidos.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7 o 8, en donde los componentes de la formulaciéon son
independientemente como se define en cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6.

10. El uso de un componente de polihidroxi para aumentar la solubilidad de un agente bioactivo péptido o
proteina a de 1 a 200 mg por gramo en una matriz de liberacién controlada a base de lipidos, en donde el
componente de polihidroxi se selecciona del grupo que consiste en trehalosa, sacarosa y mezclas de las mismas.

1. El uso como se ha reivindicado en la reivindicacién 10, en donde la matriz de liberacién controlada a base
de lipidos es como se define en la reivindicacion 4, y, independientemente, el agente bioactivo se selecciona del
grupo que consiste en los interferones, glucagon, agonistas de los receptores de tipo péptido-1 similar al glucagon,
agonistas de los receptores de tipo péptido-2 similar al glucagén, somatostatina, analogos de la somatostatina y
mezclas de los mismos.
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12. El uso de una formulaciéon que comprende:

i) Una matriz de liberacion controlada a base de lipidos

i) Un componente de polihidroxi seleccionado del grupo que consiste en trehalosa, sacarosa y mezclas de las
mismas

iiil) Un agente bioactivo péptido o proteina

en la fabricacién de una pre-formulacion para uso en la administracion sostenida de dicho agente bioactivo, en
donde el agente bioactivo esta presente en una concentracion de 1 a 200 mg por gramo de (i) en la pre-formulacion.

13. El uso como se ha reivindicado en la reivindicacion 12, en donde la formulacién es como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el tratamiento de la diabetes.

14. Una formulacién como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento
de la diabetes.
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Figura1 Concentracion de SOM en plasma en rata (n=6) después de la administracion subcutanea de la
formulacion de SOM de la invencion.
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