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DESCRIPCION
Formulaciones peptidicas de liberacién controlada
Campo

La invencion se refiere a formulaciones peptidicas, y mas especificamente a métodos y composiciones para
modificar las caracteristicas de liberacién y/o carga farmacoldgica de dichas formulaciones.

Antecedentes de la invencion

La importancia de los polimeros biocompatibles y/o biodegradables como vehiculos de agentes terapéuticos activos
esta bien establecida. Los polimeros biocompatibles biodegradables y relativamente inertes tales como la
poli(lactida) (PL) o poli(lactida-co-glicélido) (PLGA) que contienen un agente bioactivo se utilizan cominmente en
sistemas de administracion de liberacion controlada (para una revision, véase M. Chasin, Biodegradable polymers
for controlled drug delivery. En: J. O. Hollinger, Editor, Biomedical Applications of Synthetic Biodegradable Polymers
CRC, Boca Raton, Fla. (1995), pags. 1-15; T. Hayashi, Biodegradable polymers for biomedical uses. Prog. Polym.
Sci. 19 4 (1994), pags. 663-700; y Harjit Tamber, Pal Johansen, Hans P. Merkle y Bruno Gander, Formulation
aspects of biodegradable polymeric microspheres for antigen delivery, Advanced Drug Delivery Reviews, Volumen
57, Articulo 3, 10 de enero de 2005, Paginas 357-376).

Con respecto a la administracion de péptidos terapéuticos en particular, sin embargo, aln existen muchos retos para
el disefio de sistemas de administracion de liberacidon controlada eficaces basados polimeros. Un requisito basico
para dichos sistemas de administracion es el control adecuado de la liberaciéon del agente activo encapsulado, un
objetivo que se complica por variaciones en la cinética de liberacion de los sistemas poliméricos. Generalmente, una
fase inicial de difusion o liberacion explosiva a partir del sistema polimérico intacto va seguida de una fase retardada
mas lenta que da lugar a una fase de liberacion erosiva a medida que el sistema comienza a degradarse. Es
importante mantener la concentracion de la molécula peptidica dentro de una ventana terapéutica eficaz a lo largo
de ambas fases principales de liberacion del péptido e impedir las concentraciones excesivas, y particularmente una
explosion inicial durante la fase de liberacion de difusién, que puede dar lugar a efectos secundarios adversos o
resultados desfavorables. A este respecto, sin embargo, una amplia variacion del tamafio, carga y conformacion de
distintas moléculas peptidicas ha impedido, por tanto, un enfoque mas uniforme para su encapsulacion eficaz.

La técnica anterior describe diversas estrategias para mejorar la administracion por liberacion controlada a partir de
sistemas de administracion basados en polimeros que incluyen el uso de nuevos materiales poliméricos y nuevas
mezclas poliméricas y/o la incorporacion de aditivos en dichos sistemas para ayudar a facilitar la liberacion de
farmacos. La patente de EE.UU. N° 7.326.425, por ejemplo, describe un sistema de administracion basado en
polimeros mezclados que tiene un primer polimero capaz de formar enlaces de hidrégeno con un agente bioactivo
deseado para impedir explosiones y un segundo polimero, cuyos productos de degradacion desencadenan la
liberacion del agente activo a partir del primer polimero. Como alternativa, la solicitud de Patente de EE.UU.
2007/0092574 describe la adicion de determinados iones organicos a sistemas de administracion basados en
polimeros que encapsulan agentes activos hidrosolubles para reducir la liberacién explosiva y la degradacion del
agente bioactivo, en el que el ion organico se selecciona para neutralizar la carga total de un agente bioactivo
particular.

El documento US 5.538.739 describe un octreétido encapsulado en microparticulas de poli(lactida-co-glicolido) en
las que puede modificarse el octetredtido.

En cada uno de estos ejemplos, sin embargo, y en la técnica anterior en general, el foco principal de dichas
estrategias esta en la manipulacion del sistema de administracion basado en polimeros para adaptarse a los
requisitos de un agente bioactivo particular, en oposicién a la manipulacion o adaptacion del agente bioactivo en si
mismo.

Sumario de la invenciéon

La invencidon proporciona una formulacién farmacéutica de liberacion controlada tal como se define en la
reivindicacion 1.

En contravencién con la metodologia de formulaciéon convencional de manipular el sistema de administracion basado
en polimeros para adaptarse al agente encapsulado, la presente divulgacién proporciona métodos y composiciones
para modular las caracteristicas de liberacion y/o carga farmacolégica de un agente bioactivo encapsulado a través
de la modificacion directa de los agentes bioactivos en si mismos. Tal como se demuestra en el presente
documento, la modificacion del punto isoeléctrico de un agente bioactivo, tal como una molécula peptidica, por
ejemplo, la alteracion de la carga total del péptido, puede modificar de un modo predecible las caracteristicas de
liberacion y/o carga de los sistemas de administracion basados en polimeros de modos clinicamente significativos
que incluyen, por ejemplo, reducir o potenciar la liberacion difusiva inicial del péptido del sistema de administracion
basado en polimeros, modular la velocidad de liberacion erosiva de los sistemas biodegradables y/o aumentar la
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eficacia de encapsulacién de dichos péptidos.

En un aspecto, se divulgan métodos para aumentar la eficacia de carga del agente bioactivo en sistemas de
administracion basados en polimeros, que comprenden la modificacion del punto isoeléctrico del agente antes de la
encapsulacion en un sistema de administracion basado en polimeros. En un aspecto de la divulgacion, el punto
isoeléctrico del agente se modifica de tal modo que este porta una carga mas positiva en comparaciéon con la
molécula parental en el entorno del sistema de administracién basado en polimeros deseado.

En un aspecto de la divulgacion, se proporcionan métodos para aumentar la eficacia de carga del agente bioactivo
en sistemas de administracion basados en polimeros, que comprenden afadir una carga positiva adicional a una
molécula parental.

En un aspecto, se divulgan métodos para modular la velocidad de liberacion erosiva de un agente bioactivo a partir
de un sistema de administracion basado en polimeros biodegradables, que comprenden la modificacion de la carga
del agente antes de la encapsulacién en el sistema de administracion basado en polimeros. En una realizacion, el
punto isoeléctrico de un agente aumenta o disminuye cuantitativamente de tal modo que este porta una carga neta
positiva o negativa mayor, respectivamente, en comparacion con la molécula parental en el entorno del sistema de
administracion basado en polimeros deseado.

En una realizacion, se divulgan métodos para aumentar la velocidad de liberacion erosiva de un agente bioactivo a
partir de una sistema de administracion basado en polimeros biodegradables, que comprenden afadir carga positiva
0 negativa adicional a una molécula parental para producir un aumento o una disminucién estequiométrica,
respectivamente, en la carga neta con respecto a la molécula parental. En un aspecto de la divulgacion, se afiade
carga positiva adicional a una molécula parental neutra o catiénica para aumentar la velocidad de liberacién erosiva.
En otro aspecto de la divulgacion, se afiade carga negativa adicional a una molécula parental neutra o catiénica para
aumentar la velocidad de liberacién erosiva. En un aspecto de la divulgacién, se emplean sistemas de
administracion basados en polimeros terminados en acidos para un efecto potenciado.

Sorprendentemente, los presentes inventores han determinado que un aumento en la carga neta positiva de un
agente bioactivo con respecto a una molécula parental catiénica puede funcionar igual de bien, y en algunos casos
incluso mejor que, una reduccion de o una neutralizacién de la carga neta para aumentar la velocidad de liberacion
erosiva de dicho agente a partir de un sistema de administracién basado en polimeros biodegradables. De un modo
significativo, tal como se demuestra también por primera vez en el presente documento, la creacion de una densidad
de carga mayor en un agente bioactivo cargado con respecto a una molécula parental proporciona un efecto mayor.

En un aspecto, se divulgan también métodos para modular la velocidad de liberacion difusiva inicial de un agente
bioactivo a partir de un sistema de administracion basado en polimeros, que comprenden la modificaciéon del punto
isoeléctrico del agente antes de la encapsulacion en el sistema de administracion basado en polimeros. En un
aspecto de la divulgacion, el punto isoeléctrico del agente aumenta o disminuye de tal modo que porta una carga
neta positiva o negativa mayor, respectivamente, con respecto a la molécula parental en el entorno del sistema de
administracion basado en polimeros deseado.

En un aspecto de la divulgacion, se proporcionan métodos para aumentar la liberacién difusiva inicial de un agente
bioactivo a partir de un sistema de administracion basado en polimeros, que comprenden afiadir carga positiva
adicional a la molécula parental para producir una aumento estequiométrico de la carga neta con respecto a la
molécula parental. En un aspecto preferido de la divulgacion, se emplean sistemas de administracion basados en
polimeros terminados en ésteres para un efecto potenciado.

En un aspecto de la divulgacion, se proporcionan métodos para disminuir la liberacion difusiva inicial de un agente
bioactivo a partir de un sistema de administracion basado en polimeros, que comprenden afadir carga negativa
adicional a la molécula parental para producir una disminucion estequiométrica de la carga neta con respecto a la
molécula parental. En un aspecto preferido de la divulgacion, se emplean sistemas de administracion basados en
polimeros terminados ésteres para un efecto potenciado.

Puede emplearse cualquier medio adecuado para modificar el punto isoeléctrico de un agente bioactivo en
conjuncion con los métodos objeto que incluyen, por ejemplo, modificacién quimica, sustitucion de aminoacidos,
conjugacion de moléculas accesorias cargadas positivamente o negativamente, y mas preferentemente, moléculas
accesorias escindibles y similares. La carga positiva o negativa adicional puede distribuirse de un modo uniforme o
no uniforme a lo largo del agente bioactivo, y se implementa preferentemente a una localizacion distal con respecto
a el/los sitio(s) de accion de la molécula parental, por ejemplo el sitio de union, etc.

La modificacion del punto isoeléctrico tal como se divulga en el presente documento también puede emplearse junto
con mas técnicas convencionales tales como la conversion a sales de adicion insolubles en agua (por ejemplo,
patente de EE.UU. N° 5.776.886, pegilacion (patente de EE.UU. N° 6.706.289) y similares, para modular
adicionalmente la cinética de liberacion y/o eficacia de carga. En un aspecto adicional, se divulgan composiciones
farmacéuticas de liberacion controlada mejoradas que comprenden agentes bioactivos modificados de acuerdo con
los métodos anteriores y encapsulados en sistemas de administracion basados en polimeros.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 550 308 T3

En un aspecto de la divulgacion, la composicién farmacéutica de liberacion controlada comprende un agente
bioactivo modificado encapsulado por un polimero, en el que el punto isoeléctrico del agente bioactivo modificado ha
aumentado con respecto a la molécula parental para aumentar la eficacia de carga farmacoldgica y/o para aumentar
la velocidad de liberacion erosiva del agente bioactivo modificado, preferentemente a partir de un sistema polimérico
terminado con un acido, y/o para aumentar la velocidad de liberacion difusiva del agente bioactivo modificado,
preferentemente a partir de un sistema polimérico terminado en éster. En uno de dichos aspectos de la divulgacion,
la molécula parental es neutra o catidnica.

En otro aspecto de la divulgacion, la composicion farmacéutica de liberacion controlada comprende un agente
bioactivo modificado encapsulado por un polimero biodegradable, en el que el punto isoeléctrico del agente bioactivo
modificado ha aumentado con respecto a la molécula parental para aumentar la velocidad de liberaciéon erosiva del
agente bioactivo modificado, preferentemente a partir de un sistema polimérico terminado con un acido, y/o para
disminuir la velocidad de liberacion difusiva del agente bioactivo modificado, preferentemente a partir de un sistema
polimérico terminado con un éster, con respecto a la molécula parental. En uno de dichos aspectos de la
divulgacion, la molécula parental es neutra o anidnica.

Las composiciones de la presente invencién comprenden un sistema de administracion basado en polimeros
biodegradables, por ejemplo, un sistema polimérico que comprende un polimero biodegradable. El polimero
biodegradable se selecciona del grupo que consiste en polilactida (PL), poli(glicélido) (PG), poli(lactida-co-glicélido)
(PLG), policaprolactona, poli(lactida-co-caprolactona), poli(lactida-co-glicolido-co-caprolactona),
poli(glicolido-co-caprolactona), y mezclas de los mismos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un ejemplo esquematico de una liberacién farmacoldgica trifasica hipotética a partir de una matriz
biodegradable.

La Figura 2 muestra la carga real (eje-y) de cinco péptidos (DP1, DP2, DP3, DP4, y DP5) con una carga total
neutra, positiva (+) o negativa (-) (eje-x). A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargo
en el polimero como una sal de acetato.

La Figura 3 muestra el porcentaje tedrico de la eficacia de carga (eje-y) de cinco péptidos (DP1, DP2, DP3, DP4,
y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) (eje-x). A menos que se indique lo contrario, cada
molécula peptidica se cargd en el polimero como una sal de acetato.

La Figura 4 muestra el tamafo de particula medio (uM) de cinco péptidos (DP1, DP2, DP3, DP4, y DP5) con una
carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) (eje-x). A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica
se cargo en el polimero como una sal de acetato.

La Figura 5 muestra la velocidad de liberacion como porcentaje de liberacion (eje-y) de cinco péptidos (DP1,
DP2, DP3, DP4, y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) a lo largo de 35 dias (eje-x) a partir
de una formulacion de microparticulas basada en polimeros que contiene un poli(lactida-co-glicélido) terminado
en acido 50:50 con una v.i. aproximada de 0,2 dl/g segun se mide en cloroformo a una concentracién de 0,5 g/dl
a 30 °C. A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargd en el polimero como una sal de
acetato.

La Figura 6 muestra la velocidad de liberacion como porcentaje de liberacion (eje-y) de cinco péptidos (DP1,
DP2, DP3, DP4, y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) a lo largo de 14 dias (eje-x) a partir
de una formulaciéon de microparticulas basada en polimeros que contiente un poli(lactida-co-glicélido) terminado
en acido 50:50 con una v.i. aproximada de 0,2 dl/g segun se mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl
a 30 °C. A menos que indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargd en el polimero como una sal de
acetato.

La Figura 7 muestra la velocidad de liberacion como porcentaje de liberacion (eje-y) de cuatro péptidos (DP1,
DP2, DP3, y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) a lo largo de 17 dias (eje x) a partir de
una formulacion de microparticulas basada en polimeros que contiente un poli(lactida-co-glicolido) terminado en
éster 50:50 con una v.i. aproximada de of 0,2 dl/g segun se mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl
at 30 °C. A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargd en el polimero como una sal de
acetato.

La Figura 8 muestra la velocidad de liberacion como porcentaje de liberacion (eje-y) de cinco péptidos (DP1,
DP2, DP3, DP4 y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) a lo largo de 29 dias (eje-x) a partir
de una formulacion de microparticulas basada en polimeros que contiene poli(lactida-co-glicélido) terminado en
acido 85:15 con una v.i. aproximada de 0,25 dl/g segun se mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl at
30 °C. A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargd en el polimero como una sal de
acetato.
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La Figura 9 muestra la velocidad de liberacion como porcentaje de liberacion (eje-y) de cinco péptidos (DP1,
DP2, DP3, DP4, y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) a lo largo de 65 dias (eje x) a partir
de una formulaciéon de microparticulas basada en polimeros que contiente un poli(lactida-co-glicélido) terminado
en éster 85:15 con un v.i. aproximado de of 0,25 dI/lg segun se mide en cloroformo a una concentracién de
0,5 g/dl at 30 °C. A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargd en el polimero como
una sal de acetato.

La Figura 10 muestra la velocidad de liberacion como porcentaje de liberacion (eje-y) de cinco péptidos (DP1,
DP2, DP3, DP4, y DP5) con una carga total neutra, positiva (+) o negativa (-) a lo largo de 15 dias (eje x) a partir
de una formulacidon de microparticulas basada en polimeros que contiente un poli(lactida-co-glicélido) terminado
en éster 85:15 con una v.i. aproximada de of 0,25 dl/g segin se mide en cloroformo a una concentracion de
0,5 g/dl at 30 °C. A menos que se indique lo contrario, cada molécula peptidica se cargd en el polimero como
una sal de acetato.

Descripcion detallada

Se proporcionan métodos y formulaciones para la liberacion controlada de agentes bioactivos (tal como se definen
en el presente documento) a partir de sistemas de administracion basados en polimeros (tal como se definen en el
presente documento) a través de la modificacion directa del agente bioactivo. Tal como se describe en el presente
documento, el punto isoeléctrico del agente bioactivo modificado puede cambiar con respecto a una molécula
parental y/o puede cambiarse la carga neta del agente bioactivo modificado con respecto a una molécula parental,
etc. Las formulaciones encapsuladas que comprenden dichos agentes bioactivos modificados tienen propiedades de
liberacion controlada potenciadas, por ejemplo, una liberacion difusiva o explosiva inicial mas baja, una velocidad de
liberacion erosiva aumentada, eficacia de encapsulacion mejorada, etc., en comparacion con las formulaciones que
comprenden formulaciones de la molécula parental encapsuladas de un modo similar.

La liberaciéon de un agente bioactivo a partir de un polimero, por ejemplo, un polimero biodegradable tal como una
microparticula de PLG, generalmente sigue un perfil de liberacion trifasico tal como se ejemplifica en la Figura 1. La
Fase 1 puede caracterizarse generalmente como un efecto de liberacion difusiva o "explosiva", durante el cual la
velocidad de liberacion inicial de la molécula peptidica modificada puede ser rapida, y puede depender de la
hidratacion del polimero (que sucede en minutos), el hinchado de la matriz (horas), la disolucién de la molécula
peptidica modificada (minutos) y la difusion a partir de la matriz (horas).

La segunda fase de liberacion (Fase 2, Figura 1) puede citarse como la fase de induccion o retardada y puede
caracterizarse por un periodo con liberacion mas lenta o sin ella. La fase 2 puede asociarse con el tiempo necesario
para que se formen poros o canales o el tiempo para que el agua rellene dichos poros o canales de la matriz
polimérica permitiendo de ese modo el acceso a la molécula peptidica modificada atrapada dentro de la matriz
polimérica.

Cuando se usa un sistema de administracion basado en polimeros biodegradables, y continda la degradacion del
polimero biodegradable, pueden formarse pistas de difusion a través de la matriz erosionada, lo que puede permitir
que la molécula peptidica modificada se desplace a través de un gradiente de concentracion y escape de la matriz.
Esta liberacion erosiva corresponde a la tercera fase de liberacion tal como se demuestra en la Figura 1.

La liberacion del agente bioactivo a partir del polimero no-biodegradable generalmente sigue un perfil de liberacion
bifasico, en el que la fase 1 corresponde a una liberacion difusiva del péptido bioactivo y la fase 2 corresponde a una
fase retardada. Por consiguiente, los expertos en la materia, generalmente, estaran familiarizados con las
velocidades de liberacion tipicas de los agentes bioactivos a partir de dichos sistemas de administracion basados en
polimeros.

En una realizacion, se divulgan composiciones y métodos de liberacion controlada en los que el punto isoeléctrico de
una molécula parental se aumenta para producir un agente bioactivo modificado que tenga una carga neta y/o
densidad de carga mas positiva, que tal como se demuestra en el presente documento puede aumentar la eficacia
de carga farmacolégica, aumentar la velocidad de liberacién erosiva del agente bioactivo modificado, y
particularmente a partir de sistemas basados en polimeros terminados en acidos, y/o aumentar la velocidad de
liberacion difusiva del agente bioactivo modificado, y particularmente a partir de sistemas basados en polimeros
terminados en ésteres, con respecto a la molécula parental. En una de dichas realizaciones, la molécula parental es
neutra o catiénica.

En otra realizacion, se divulgan composiciones de liberacion controlada y métodos en los que el punto isoeléctrico
de una molécula parental se reduce para producir un agente bioactivo modificado que tenga una carga neta y/o
densidad de carga mas negativa, que tal como se demuestra en el presente documento puede aumentar la
velocidad de liberacion erosiva del agente bioactivo modificado, y particularmente a partir de sistemas basados en
polimeros determinados en acidos, y/o disminuir la velocidad de liberacion difusiva del agente bioactivo modificado,
y particularmente a partir de sistemas basados en polimeros terminados en ésteres, con respecto a la molécula
parental. En una de dichas realizaciones, la molécula parental es neutra o aniénica.
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"Agente bioactivo", tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier proteina terapéutica, anticuerpo
terapéutico, acido nucleico, péptido, polipéptido, oligonucleétido, aptamero u otro compuesto biolégicamente activo
para su administracion a un sujeto. Los agentes bioactivos usados en la formulacién de la presente invencion se
seleccionan entre las SEC ID N°: 3, 4, 6 y 7, que se definen mas adelante.

Por "molécula peptidica”, tal como se usa en el presente documento, se entiende una molécula polimérica que
comprende al menos dos aminoacidos covalentemente unidos mediante un enlace peptidico e incluye una proteina,
un polipéptido, un oligopéptido y un péptido. Una molécula peptidica puede estar constituida por aminoacidos de
origen natural y enlaces peptidicos o estructuras pseudomiméticas sintéticas, es decir, "analogos" tales como
peptoides (véase Simon et al., 1992, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 89:209367; incorporada por referencia).

Por "aminoacido" e "identidad de aminoacidos", tal como se usa en el presente documento, se entiende uno de los
veinte aminoacidos de origen natural o cualquiera de los analogos no naturales que pueden estar presentes en una
posicion especifica definida. Por lo tanto, "aminoacido" o "resto peptidico”, tal como se usa en el presente
documento significa tanto los aminoacidos de origen natural como los aminoacidos sintéticos (incluyendo los
analogos de aminoacidos de origen natural).

"Aminoacido" también incluye los restos de aminoacidos tales como prolina e hidroxiprolina. La cadena lateral puede
estar bien en la configuracién (R) o en la configuracion (S), y pueden ser isémeros D o L. En la realizacion preferida,
los aminoacidos estan en la configuracion (S) o L, aunque pueden usarse isomeros D para mejorar la estabilidad en
suero. Si se usan cadenas laterales de origen no natural, pueden usarse sustituyentes no aminoacidicos, por
ejemplo, para impedir o retrasar la degradacion in vivo.

"Molécula parental" tal como se usa en el presente documento se refiere a un agente bioactivo que se modifica
posteriormente de acuerdo con las ensefianzas de la invencién para generar un "agente bioactivo modificado".

Tal como se describe en el presente documento, la encapsulacion y liberacion a partir de los polimeros puede
manipularse mediante la modificacién de la molécula parental, por ejemplo, modificacion del punto isoeléctrico,
carga neta, solubilidad etc. de la molécula parental.

De un modo similar, por "molécula peptidica parental", "polipéptido parental”, "proteina parental" y similares tal como
se usan en el presente documento, se entiende un polipéptido, proteina y similar que se modifica posteriormente
para generar una "molécula peptidica modificada". Las moléculas peptidicas modificadas usadas en la formulacion
de la presente invencion se seleccionan entre las SEC ID N°: 3, 4, 6 y 7, que se definen mas adelante.

Por "punto isoeléctrico”, "pl", o similares tal como se usa en el presente documento se entiende el pH al cual una
molécula peptidica no porta carga eléctrica neta. El punto isoeléctrico puede modificarse usando métodos bien
conocidos, por ejemplo, mediante isoelectroenfoque. En el caso de moléculas peptidicas mas pequefias también
puede calcularse el pl adecuado. En general, el pl de una molécula peptidica depende de los valores de pKa de sus
grupos basicos y acidos, por ejemplo, en el caso de un péptido formado solamente por aminoacidos codificados, la
amina primaria del extremo N-terminal o la cadena lateral de lisina, el grupo guanidina de la cadena lateral de
arginina; el sistema de anillo de imidazol de la histidina y los grupos carboxilicos del extremo C-terminal, la cadena
lateral del acido aspartico y la cadena lateral del acido glutamico.

La modificacién del pl de una molécula peptidica parental puede ocurrir mediante, por ejemplo, modificacion
quimica. Los ejemplos no limitantes de dichas modificaciones tal como se han descrito en el presente documento
incluyen acilacion, alquilacion u otra modificacion quimica del grupo amina del extremo N-terminal; amidacion,
esterificacion u otra modificacién quimica del grupo carboxilico del extremo C-terminal; sustitucién de un resto de
aminoacido no-ionizable para una lisina, histidina, arginina, acido glutamico, acido aspartico u otros aminoacidos no
codificados con grupos de cadena acida o basica; acilacion, alquilacion u otra modificacion quimica de los grupos
laterales de lisina, histidina, arginina o funciones basicas de otros aminoacidos no codificados; amidacion,
esterificacion u otra modificacion quimica de los grupos carboxilicos de la cadena lateral, conjugacion con moléculas
accesorias para desplazar el pl, etc. En el caso de los péptidos ionizados, el pl de la forma salina también depende
del pKa del contraion.

Tal como se usa en el presente documento, la "carga neta" de una molécula peptidica parental depende de su pl y
del pH de la solucién peptidica. La carga neta de una molécula peptidica parental puede modificarse tal como se
describe en el presente documento mediante cualquiera de los siguientes ejemplos no limitantes: acilacion,
alquilacién u otra modificacion quimica del grupo amina del extremo N-terminal; amidacion, esterificacion u otra
modificacion quimica del grupo carboxilico del extremo C-terminal; sustituciéon de un resto de aminoacido no
ionizable por una lisina, histidina, arginina, acido glutamico, acido aspartico u otros aminoacidos no codificados con
grupos de cadena acida o basica; modificacion del punto isoeléctrico del péptido parental; conjugacion con
moléculas accesorias cargadas positivamente o negativamente y similares.

Tal como se divulga en el presente documento, también puede considerarse la modificacion de la distribucion y/o
densidad de carga con respecto a la modulacion de la encapsulacion del polimero y propiedades de liberaciéon del
péptido parental. La densidad de carga afnadida puede distribuirse de modo uniforme o no uniforme a lo largo de la
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molécula peptidica modificada. En una realizacion, una distribucion no uniforme de la carga negativa o positiva
adicional comprende agrupar la carga negativa o positiva adicional, respectivamente, en una o mas posiciones
dentro de la cadena peptidica. El grupo (o los grupos) de carga negativa o positiva adicional puede estar en
cualquier parte a lo largo del péptido, por ejemplo, cerca o al final del péptido, cerca o en el centro del péptido, etc.,
pero se sitlua preferentemente en la parte distal del sitio activo del péptido, que puede determinarse facilmente
mediante referencia a las caracteristicas conocidas de la molécula parental. Como alternativa, la carga negativa o
positiva adicional puede distribuirse de modo uniforme a lo largo del polimero.

Tal como se describe en el presente documento, una molécula peptidica modificada puede comprender una carga
negativa o positiva adicional con respecto a su molécula peptidica parental, por ejemplo, por medio de la sustitucion
de aminoacidos adecuados. Tal como se describe en el presente documento, la adicion de carga positiva se lleva a
cabo mediante la sustitucion de aminoacidos negativos y/o no ionizables en la molécula peptidica parental por lisina,
arginina, histidina o analogos de los mismos. Tal como se describe en el presente documento, la adicion de carga
negativa se lleva a cabo mediante la sustitucién de aminoacidos positivos y/o no ionizables en la molécula peptidica
parental por glicina, acido aspartico, acido glutamico o analogos de los mismos (por ejemplo, cualquier acido alfa o
beta aminoalcanodioico (por ejemplo, acido aminosubérico).

Tal como se describe en el presente documento, una molécula peptidica modificada puede comprender una carga
relativa negativa o positiva adicional con respecto a su molécula peptidica parental, por ejemplo, por medio de la
conjugacion con una o mas moléculas accesorias cargadas negativamente o moléculas accesorias cargadas
positivamente, respectivamente. "Conjugacion” tal como se usa en el presente documento, se refiere a la unién
covalente de dos moléculas en contraposicion con la mera formacién de complejos u otra asociacion fisica estrecha.
Las moléculas accesorias cargadas negativamente ejemplares incluyen conjugaciones de, en general, cualquier
funcionalidad quimica de un péptido tal como el grupo hidroxipropilo de las cadenas laterales de tiroxina, treonina y
serina, el grupo tiol de la cadena lateral de cisteina o el grupo amino del extremo N-terminal o los grupos aminos de
las cadenas laterales de arginina y lisina por fosfolipidos (enlace fosfamida), mono-, di- y/o trifosfatos, sulfatos,
citratos, acidos tartaricos, poliaspartico, poliglutamico y diacidos (por ejemplo acidos oxalicos, acidos malénicos,
acidos succinicos, etc.). Las estructuras cargadas negativamente ejemplares también incluyen, pero sin limitacion,
acido poli(glutamico), lipidos aniénicos, acido poli(aspartico) y alginatos. En algunos casos la funcionalidad quimica
del péptido también puede inducirse o introducirse con el fin de facilitar la conjugacion (por ejemplo, la formacion de
tioésteres, aldehidos, hidroxilaminas, bromuros de alquilo, maleimidas, etc). Las moléculas accesorias cargadas
positivamente ejemplares incluyen, polilisina, poliarginina, polihistidina, poli(alilamina), poli(etilimina), quitosano o
estructuras lipidicas cargadas positivamente.

Las moléculas accesorias también pueden comprender una "cola" de aminoacidos positivos o negativos y pueden
conjugarse con el agente bioactivo mediante un resto enlazador mas neutro, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), poli
-CH,-, y similares.

Las moléculas peptidicas modificadas pueden incluir ademas contraiones farmacéuticamente aceptables, ejemplos
representativos de las cuales se exponen en la Tabla 1 mas adelante.

Tabla 1: Contraiones Potenciales

Clase de Sal Ejemplos

acidos inorganicos, clorhidrato, sulfato, nitrato, fosfato

acidos sulfénicos, tosilato, mesilato, esilato, isetionato

acidos carboxilicos acetato, proprionato, maleato, benzoato, salicilato, fumarato
hidroxiacidos citrato, lactato, succinato, tartrato, glicolato

aminoacidos anionicos, glutamato, aspartato

acidos grasos; estearato, hexanoato, octanoato, decanoato, oleato

La modificacion de la solubilidad en agua y/o disolventes organicos asi como alteracion de la hidrofilidad de una
molécula peptidica parental también pueden emplearse en conjuncidon con los métodos sujeto para modular
adicionalmente las caracteristicas de encapsulacion y liberacion de un péptido en un sistema de administracion
basado en polimeros. La solubilidad y/o hidrofilicidad de un péptido terapéutico puede modificarse cambiando su
forma en sal o mediante pegilacion tal como se describe en, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. N° 5.776.885 y N°.
6.706.289, cuyas divulgaciones de ambas se han incorporado expresamente al presente documento por referencia.

Tal como se usa en el presente documento "en relaciéon a una molécula parental" se refiere a un cambio (por
ejemplo, un aumento o una disminucion) de una caracteristica cuantificable, por ejemplo, el punto isoeléctrico, carga
neta, etc., por un péptido modificado en comparacion con la molécula peptidica parental (por ejemplo, la molécula
peptidica se modificé posteriormente para generar la molécula peptidica modificada) cuando las cantidades de
molécula peptidica modificada y molécula peptidica parental son esencialmente las mismas en el mismo ensayo.
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En el presente documento se describen métodos y composiciones para modular las caracteristicas de liberacion y/o
carga farmacoldgica de las moléculas peptidicas modificadas en sistemas de administracion basados en polimeros a
través de la modificacion directa de las moléculas peptidicas en si mismas. Los sistemas de administracion basados
en polimeros que se describen en el presente documento son generalmente sistemas de administracion basados en
polimeros biocompatibles. Los sistemas de administracion basados en polimeros biocompatibles que se describen
en el presente documento pueden comprender un polimero biodegradable o no biodegradable, mezclas o
copolimeros de los mismos. Un sistema de administracién basado en polimeros, o un polimero, es biocompatible si
el polimero y cualquiera de los productos de degradacion del polimero, no son toxicos para el receptor y tampoco
presentan efectos significativos nocivos o desfavorables en el organismo del receptor.

También pueden usarse polimeros biodegradables para encapsular los agentes bioactivos (por ejemplo, moléculas
peptidicas) por ejemplo, para formulaciones de liberacion controlada. En una realizacién, se usan polimeros
biodegradables para los cuales los productos de degradacidon son conocidos por ser inocuos o biocompatibles. Por
consiguiente, dichos polimeros biodegradables no necesitan retirarse quirirgicamente al final de un tratamiento. Los
polimeros biodegradables, que se han investigado para las moléculas peptidicas de liberacion controlada, usadas en
la formulacién de la presente invencion, se seleccionan de polilactida (PL), poliglicélido (PG), poli(lactida-co-glicélido)
(PLG), policaprolactona, poli(lactida-co-caprolactona), poli(lactida-co-glicélido-co-caprolactona), poli (glicélido-co-
caprolactona) o una mezcla de los mismos.

Tal como se describe en el presente documento, los sistemas de administracién poliméricos pueden ser
microparticulas que incluyen, pero sin limitacion, microesferas, microcapsulas, nanoesferas y nanoparticulas que
comprenden excipientes poliméricos biodegradables, excipientes poliméricos no biodegradables o mezclas de
excipientes poliméricos de los mismos, o los sistemas de administracion poliméricos pueden ser, pero sin limitacién,
varillas u otros implantes de formas diversas, obleas, fibras, peliculas, formadores de bolos in situ y similares que
comprenden excipientes poliméricos biodegradables, excipientes poliméricos no biodegradables o mezclas de los
mismos. Estos sistemas pueden estar hechos a partir de un solo excipiente polimérico o una mezcla o combinacion
de dos 0 mas excipientes poliméricos.

El término "microparticula" se usa en el presente documento para incluir nanoparticulas, microesferas, nanoesferas,
microcapsulas, nanocapsulas y particulas, en general. Como tal, el término microparticula se refiere a particulas que
tienen una variedad de estructuras y organizaciones internas que incluyen matrices homogéneas tales como
microesferas (y nanoesferas) o matrices heterogéneas de nucleo-corteza (tales como las microcapsulas (y
nanocapsulas)), particulas porosas, particulas de multiples capas, entre otras. Las microparticulas son particulas
que tienen tamanos en el intervalo de aproximadamente 10 nanémetros a aproximadamente 1000 micrémetros
(micras).

Puede usarse una variedad de técnicas conocidas en la materia para formar microparticulas que incluyen, por
ejemplo, etapas de emulsion sencilla o doble seguidas de la retirada del disolvente. La retirada del disolvente puede
llevarse a cabo mediante la extraccién, evaporaciéon o secado por pulverizacién, entre otros métodos.

En el método de extraccion de disolvente, el polimero se disuelve en un disolvente organico que es al menos
parcialmente soluble en el disolvente de extraccion tal como el agua. El agente bioactivo modificado, bien en forma
soluble o dispersada como particulas finas, se afiade entonces a la solucién polimérica y se dispersa la mezcla en
una fase acuosa que contiene un agente tensioactivo tal como alcohol poli(vinilico). La emulsién resultante se afade
a un mayor volumen de agua en la que se retira el disolvente organico del agente polimérico/bioactivo para formar
microparticulas endurecidas.

En el método de evaporacion del disolvente, el polimero se disuelve en un disolvente organico volatil. El agente
bioactivo, bien en forma soluble o dispersada como particulas finas, se afiade entonces a la solucién polimérica y se
suspende la mezcla en una fase acuosa que contiene un agente tensioactivo tal como alcohol poli(vinilico). La
emulsion resultante se agita hasta que la mayor parte del disolvente organico se evapora, dejando internamente,
microparticulas sélidas.

En el método de desecacion por rociado, el polimero se disuelve en un disolvente adecuado, tal como cloruro de
metileno (por ejemplo, 0,04 g/ml). Entonces se suspende una cantidad conocida del agente bioactivo modificado (si
es insoluble) o se co-disuelve (si es soluble) en la solucidon polimérica. La soluciéon o la dispersion se deseca
entonces por rociado. Pueden obtenerse microparticulas que varian de un diametro entre una y diez micras con una
morfologia que depende de la seleccion de polimero.

Otros métodos conocidos, tales como la separacion de fases y la coacervacion y variaciones de los anteriores, son
conocidos en la técnica y también pueden emplearse en la presente invencion.

En otro aspecto, el sistema de administracion basado en polimeros comprende un polimero biodegradable, en el que
el péptido esta integrado el polimero del sistema de administracion. En las formulaciones de la presente invencion, el
péptido esta encapsulado en un sistema de administracion compuesto de poli(lactida-co-glicélido), poli(llactida),
poli(glicolido), policaprolactona, poli(lactida-co-caprolactona), poli(lactida-co-glicélido-co-caprolactona), poli(glicolido-
co-caprolactona), o una mezcla de los mismos. Los polimeros de lactida/glicolido para formulaciones de
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administracion de farmacos se producen tipicamente mediante polimerizaciéon por fusion mediante de la apertura del
anillo de los mondémeros de lactida y glicélido. Hay disponibles algunos polimeros con o sin grupos terminales de
acido carboxilico. Hay disponibles algunos polimeros con un bloque de polietilenglicol (PEG). Cuando el grupo
terminal del poli(lactida-co-glicélido), poli(lactida), o poli(glicolido) no es un acido carboxilico, por ejemplo, un éster,
entonces el polimero resultante se cita en el presente documento como bloqueado o cubierto. El polimero
desbloqueado, por el contrario, tiene un grupo carboxilico terminal.

En un aspecto, se usan polimeros lineales de lactida/glicélido; sin embargo también pueden usarse polimeros
ramificados. En determinados aspectos, pueden usarse polimeros de alto peso molecular (por ejemplo, v.i. > 1 dl/g
segun se mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C) para dispositivos de uso médico, por ejemplo,
para satisfacer los requisitos de fuerza. En otros aspectos, pueden usarse polimeros de bajo peso molecular por
ejemplo, v.i. > 1 dl/g segun se mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C) para productos de
administracion de farmacos y de administracion de vacunas en los que el tiempo de reabsorcion, y la fuerza no
material, es mas importante. La porcion del lactida del polimero tiene un carbono asimétrico. Hay polimeros DL-, L-,
y D- racémicos comercialmente disponibles. Los polimeros L son mas cristalinos y se reabsorben mas despacio que
los polimeros DL-. Ademas de copolimeros que comprenden glicdlido y DL-lactida o L-lactida, hay disponibles
copolimeros de L-lactida y DL-lactida. Adicionalmente, hay disponibles homopolimeros de lactida o glicélido.
También, el monémero de lactida también puede contener grupos alquilo.

En el caso en el que el polimero biodegradable es poli(lactida-co-glicolido), poli(lactida) o poli(glicélido), la cantidad
del lactida y glicolido en el polimero puede variar. En un aspecto, el polimero biodegradable contiene del 0 al 100 %
de los moles, del 40 al 100 % de los moles, del 50 al 100 % de los moles, del 60 al 100 % de los moles, del 70 al
100 % de los moles, o del 80 a 100 % de los moles de lactida y del 0 al 100 % de los moles, del 0 al 60 % de los
moles, del 10 al 40 % de los moles, del 20 al 40 % de los moles, o del 30 al 40 % de los moles de glicolido, en el que
la cantidad de lactida y glicdlido es del 100 % de moles. En un aspecto, el polimero biodegradable puede ser
poli(lactida), poli(lactida-co-glicélido) 85:15, poli(lactida-co-glicolido) 75:15 o poli(lactida-co-glicolido) 65:35 en el que
las relaciones son relaciones molares.

En un aspecto, en el que el polimero biodegradable es poli(lactida-co-gliclido), poli(lactida) o poli(glicélido), el
polimero tiene una viscosidad intrinseca de desde 0,15 a 1,5 dl/g, de 0,25 a 1,5dl/g, de 0,25 a 1,0 dl/g, de 0,25 a
0,8 dl/g, de 0,25 a 0,6 dl/g, 0 0,25 a 0,4 dI/g segun se mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C.

Composiciones Farmacéuticas

En una realizacion adicional de la presente invencion, los péptidos modificados y los sistemas de administracion
basados en polimeros de acuerdo con la invencién objeto se mezclan con un vehiculo farmacéutico apropiado
adecuado para la administracién en primates, especialmente en seres humanos, para proporcionar composiciones
farmacéuticas.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden emplearse en las presentes composiciones farmacéuticas
pueden ser cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, agentes isotonicos y similares. Excepto en la
misma medida en que cualquier medio convencional, agente, diluyente o vehiculo sea perjudicial para el receptor o
la eficacia terapéutica del sistema de administracion basado en polimeros o péptido terapéutico u otro agente
bioactivo encapsulado en el mismo, es adecuado su uso en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion.

El vehiculo puede ser un vehiculo liquido, semisdlido, por ejemplo, pastas o vehiculos sélidos. Los ejemplos de
vehiculos incluyen aceites, agua, soluciones salinas, alcohol, azlcar, gel, lipidos, liposomas, resinas, matrices
porosas, aglutinantes, cargas, recubrimientos, conservantes y similares o combinaciones de los mismos.

En una realizacion adicional de la presente invencion, los péptidos modificados y los sistemas de administracion
basados en polimeros de acuerdo con la invencién objeto pueden administrarse como un polvo sin un vehiculo.

Usos médicos

En un aspecto adicional de la presente divulgacion, se proporcionan métodos para tratar una enfermedad en un
vertebrado, preferentemente un mamifero, preferentemente un primate, siendo los sujetos humanos una realizacién
especialmente preferida, administrando una formulaciéon peptidica de la invenciéon deseable para tratar dicha
enfermedad.

Experimentacion

Ejemplo 1: Formulaciéon de Modelos Peptidicos

Proceso de Fabricacion:

Las Figuras 5 y 6 demuestran el efecto de la carga del péptido en la liberacién a partir de una formulacion en
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particulas que contiente poli(lactida-glicolido) terminado en acido 50:50 con una v.i. aproximada de 0,2 dl/g segun se
mide en cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C. Los péptidos cargados se liberan a una velocidad
consistentemente mas rapida cuando se comparan con el péptido neutro. Deberia observarse que los péptidos con
una densidad de carga mas alta (DP3, DP4, DP5 frente a DP2) se liberaron mas rapido. También cabe destacar no
se observo ninguna "explosion" a partir de este sistema de administracion basado en polimeros.

La Figura 7 muestra los perfiles de liberacion a partir de una formulaciéon de microparticulas basada en polimeros
similar, un poli(lactida-co-glicélido) terminado en éster 50:50 con una v.i. aproximada de 0,2 dl/g segin se mide en
cloroformo a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C. Mientras que el péptido neutro y el cargado negativamente
mostraron muy poca liberacion a lo largo del periodo estudiado, el péptido cargado positivamente mostré una
explosion significativa de la formulacion. Ademas, a mayor carga positiva (mayor densidad de carga) mas
significativo es el efecto sobre la velocidad de liberacion.

La figura 8 muestra la liberacion de los péptidos a partir de una formulacion de microparticulas que contiene un
poli(lactida-co-glicélido) terminado en acido 85:15 con una v.i. aproximada de 0,25 dI/g segun se mide en cloroformo
a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C. A lo largo del periodo estudiado, no se observo liberacion del péptido a
partir de ninguna formulacion de microparticulas.

La figura 9 muestra la liberacion de los péptidos a partir de una formulacion de microparticulas que contiene un
poli(lactida-co-glicélido) terminado en éster 85:15 con una v.i. aproximada de 0,25 dl/g segun se mide en cloroformo
a una concentracion de 0,5 g/dl a 30 °C. Mientras que el péptido neutro y el cargado negativamente mostraron muy
poca liberaciéon a lo largo del periodo estudiado, el péptido cargado positivamente mostré una liberaciéon mas
significativa a partir de la formulacién de microparticulas. A mayor carga positiva (mayor densidad de carga) mas
significativo es el efecto sobre la velocidad de liberacion.

Ejemplo 2: Modificaciones ejemplares de péptidos parentales
Calcitonina

La Calcitonina es una hormona usada en el tratamiento de la osteoporosis. La secuencia de aminoacidos de la
Calcitonina humana es: Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-GIn-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-His-Thr-
Phe-Pro-GIn-Thr-Ala-lle-Gly-Val-Gly-Ala-Pro (expuesta como SEC ID N°: 1).

El pl de la Calcitonina se modifica para potenciar su uso en una formulaciéon de liberaciéon controlada afiadiendo un
resto de trilisina en el extremo N-terminal para aumentar su eficacia de encapsulacion (expuesta como SEC ID N°:
2)*. Como alternativa, para aumentar su explosion inicial se reemplazan los restos de glicina de un poliéster
terminado en éster por lisinas (expuesta como SEC ID N°: 3). Para aumentar la liberacion erosiva a partir de un
poliéster terminado en acido, se reemplazan los restos de glicina por acidos asparticos (expuesta como como SEC
ID N°: 4). (*No es parte de la presente invencion).

Leuprolida

La leuprolida es un agonista de la hormona liberadora de gonadotropina que puede usarse en el tratamiento del
cancer de prostata o de la endometriosis. La secuencia de aminoacidos del Leuprolide es Glu-His-Trp-Ser-Tyr-DLeu-
Leu-Arg-Pro-NHEt (expuesta como SEC ID N°: 5).

El pl de la leuprolida se modifica para aumentar su uso en una formulacion de liberacién controlada reemplazando el
acido glutamico por glutamina (expuesta como SEC ID N°: 6) para aumentar su liberacién difusiva a partir de un
poliéster terminado en éster y/o reemplazando la arginina por acido aspartico (expuesta como SEC ID N°: 7) para
disminuir la liberacién difusiva a partir de un poliéster terminado en éster.

Octredtido

El octredtido es un octapéptido que puede usarse como un inhibidor de la hormona del crecimiento y/o en el
tratamiento de la acromegalia. La secuencia de aminoacidos del octreétido es Glu-His-Trp-Ser-Tyr-DLeu-Leu-Arg-
Pro-NHEt (expuesta como SEC ID N°: 8).

La treonina se reemplaza por lisina (expuesta como SEC ID N°: 9)* para modificar el pl del Octreétido para potenciar
su uso en una formulacién de liberacion controlada, por ejemplo, para aumentar la eficacia de encapsulacion y la
carga farmacoldgica del Octreotido. (*No es parte de la presente invencion).

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Burton, Kevin Woehr, Torsten Tice, Thomas Ayoub, Mimoun
<120> Formulaciones peptidicas de liberacién controlada

<130> 188188/PCT
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<150> US 61/093,258

<151> 29-08-2009
<160> 9
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Cys Gly Asn Leu Ser Thr Cys Met Leu Gly Thr Tyr Thr Gln Asp Phe
1 5 10 . 15
Asn Lys Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala Ile Gly Val Gly Ala Pro
20 25 30
<210>2
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Lys Lys Lys Cys Gly Asn Leu Ser Thr Cys Met Leu Gly Thr Tyr Thr
1 5 10 15
Gln Asp Phe Asn Lys Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala Ile Gly Val
20 25 30
Gly Ala Pro
35
<210>3
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Cys Lys Asn Leu Ser Thr Cys Met Leu Lys Thr Tyr Thr Gln Asp Phe
1. 5 10 15
Asn Lys ‘Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala Ile Lys Val Lys Ala Pro
20 - 25 ’ 30
<210>4
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Cys Asp Asn Leu Ser Thr Cys Met Leu Asp Thr Tyr Thr Gln Asp Phe
1 5 10 15
Asn Lys Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala Ile Asp Val Asp-Ala Pro
20 25 30
<210>5
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (6)..(6)
<223> D aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> NHEt

<400> 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> D aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)
< 223> NHEt

<400> 6

1

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> D aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)
< 223> NHEt

<400>7

<210>8

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> D aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> D aminoacido

Glu His Trp Ser Tyr Leu Leu Arg Pro

1

ES 2 550 308 T3

5

Gln His Trp Ser Tyr Leu Leu Arg Pro
5 . i .

Glu His Trp Seér Tyr Leu Leu Asp Pro

5

12
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<400> 8

<210>9

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> D aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> D aminoacido

<400> 9

ES 2 550 308 T3

Phe Cys Phe Trp Lys Thr Cys Thr

5 .

Phe Cys Phe Trp Lys Lys Cys Lys

1 ' 5

13
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REIVINDICACIONES

1. Una formulaciéon farmacéutica de liberacion controlada que comprende un agente bioactivo modificado
encapsulado por un polimero seleccionado entre poli(lactida-co-glicélido), poli(lactida) poli(glicolido),
policaprolactona, poli(lactida-co-caprolactona), poli(lactida-co-glicolido-co-caprolactona), poli(glicolido-co-
caprolactona) o una mezcla de los mismos, en la que dicho agente bioactivo modificado es un péptido que tiene la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 6 y SEC
ID N° 7; en la que:

(a) cuando el péptido tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 3,
SEC ID N°: 6y SEC ID N°: 7, el polimero es un polimero terminado en éster; y

(b) cuando el péptido tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, el polimero es un polimero terminado
en acido;

2. La formulacién farmacéutica de liberacion controlada de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho polimero
es poli(lactida-co-glicolido).

3. La formulacién farmacéutica de liberacién controlada de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que dicho
agente bioactivo modificado es un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 3.

4. La formulacion farmacéutica de liberaciéon controlada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho
agente bioactivo modificado es un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 4.

5. La formulacién farmacéutica de liberacién controlada de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que dicho
agente bioactivo modificado es un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 6.

6. La formulacion farmacéutica de liberacion controlada de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en la que dicho
agente bioactivo modificado es un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 7.

14



ES 2 550 308 T3

Liberacion Trifasica a partir de la Matriz Dégradable

Fase | ‘ Fase 2

‘ Tiefnpo' ;

FIG. 1
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Teérica (%)

Carga Real (% en p/p total)

100

ES 2 550 308 T3

Figura 2. Carga Farmacoléogica

Figura 3: Eficacia de Carga

W PLG 50:50 2A
3 PLG50:50 2E
| PLG 85:15 2.5A
6 PLG 85:15 2.5E

8 PLG 5050 2A |
DO PLG 5050 2E

mPLG 85:15 2.5A
|3 PLG 85:15 2.5E
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Tamaio de Particula (pm)
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Figura 4: Tamano de Particula

550
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% de Liberacion

ES 2 550 308 T3

Poli(lactida-co-glicélido) terminado en &cido 50:50 v.i. ~0,2dl/g

140 -

120 A

DP1, Neutro

DP2, +

DP3, #++:acetato

DP4, Carga del 10 %, +++ palmitato
DP4, Carga del 5 %, +++ palmitato
. DPS, — ’

orOe-®

Tiempo (dias)

Figura 5. Velocidad de liberacién In vitro, PLG 50:50 2A
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% de Liberacion

ES 2 550 308 T3

Pdli(léctido-co-gIucélido) Terminado en Acido 50:50, v.i. ~ 0,2 dl/g

140

120 A

100 -

(=3
(=}
i

60

40 -

Tiempo (dias)

Figura :6: Velocidad de liberacién In vitro, PLG 58:50 2A , a lo largo de 14 dias
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DP1, Neutro

DP2, +

DP3, +++:acetato

DP4, Carga del 10 %, +++ palmitato
DP4, Carga del 5 %, +++ palmitato
DPS, — ’



% de Liberacion

ES 2 550 308 T3

Poli(lactida-co-glicélido) terminado en ester, v.i. ~ 0,2 dl/g

60-1
50 . =
Fi-t--—- y---——mmmmmmm s g
40 - 7/ ‘
ll ;
A / . —esilp——e———  DP1, Neutro
301 d . B LR L R o DP2y e
T ‘ —— —g~——  DP3, #++:acetato
20 { ~=0-—--  DPS, -
!
. ! .
10 A ] ‘ ‘
lﬂﬁﬂg ........ R S S T O
0 4 8.._._.+ >~—o——— - .
-10 T T T 1 Ll T | T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 ) 18

Tiempo (dias)
'Figurat I+ Velocidad de iibei‘aci(’)n Invitro, PLG 50:50 2E
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% de Liberacion

Poli(lactida-co-glic6lido) terminado en acido 85:15 i.v. ~0,25 dl/g
60 -

50 A

40 -

30 4

20 -

10

ES 2 550 308 T3

—@&—— DP1, Neutro

. - DP2, +
——-—4-——  DP3, +++, acetato

—--—J-—--- DP4, Carga del 10 %, +++ palmitato
— —4& —  DP4, carga del 5%, +++ palmitato
— —@— - —  DP5, - b o

Tiempo (dias)
Figura 8: Velocidad de Liberacion In vifro, PLG 85:15 2E

21



% de Liberacion

ES 2 550 308 T3

Poli(lactida-co-glicélido) terminado en éster 85:15, v.i. ~0,25 dl/g

50‘1
S e
0 - * :
/ . ' ——e—— DP1, neutro
| . —rs T SRR S Dbl it 2 .

0] HITT® . DP2,+ -

*l —— g~~~ DP3, +++ acetato .

| a DP4, Carga del 10 %, +++ palmitato
201 4 — —& — « DP4, Carga del 5§ %, +++ palmitato

DPS, — : R

Tiempo (dias)

Figura 9: Velocidad de Liberacién In vitro, PLG 85:15 2E
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Poli(lactida-co-glicélido) terminado en éster 85:15, v.i. ~0,25 dl/g

Tiempo (dias)

Figura 10: Velocidad de liberacion In vitro,

-60 1
60 -IL
c 1 //k’
2 // —_—
© L e e e e e o v e . e - — o ———— e 2= —"——— .
& 304 vy - .-
7] s .
2 » M
- 7/ . .
K zoJ //" —;_
L4 T
2 :/ g O O o
10 4 ) o
0 4 ﬁ o—a—0 e L Tr—tr=——r== —3
0 2 4 6 8 10 12 a

DP1, neutro

DP2, +

DP3, +++, acetato

DP4,Carga del 10 %, +++ palmitato
DP;: Carga del ‘5%, +++ palmitato

PLC 85:15 2E a lo largo de 15 dias
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