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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica novedosa que comprende un farmaco inmunosupresor macroélido
Antecedentes

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas novedosas de inmunosupresores macrélidos tales
como tacrolimus. Se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que pueden solubilizar inmunosupresores
macrdlidos débilmente solubles y que son adecuadas para administracién tépica. En otros aspectos, la invencion se
refiere a los usos terapéuticos de tales composiciones.

Los inmunosupresores son compuestos farmacéuticos que reducen la actividad del sistema inmunitario. Se usan
comunmente en la terapia de enfermedades autoinmunitarias y en la profilaxis y el tratamiento de trasplantes de
organos. Las enfermedades autoinmunitarias son afecciones que se cree que implican algun tipo de hipersensibilidad
del sistema inmunitario que hoy en dia se conocen, por ejemplo, por enfermedad de Crohn, esclerosis mltiple, artritis
reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Addison y otras afecciones varias. Después de un trasplante de 6rganos,
el sistema inmunitario del receptor casi siempre identifica el nuevo 6rgano como material extrafio, y posiblemente
hostil, debido a diferencias en los haplotipos de antigenos de leucocitos humanos entre el donante y el receptor, e
intenta eliminarlo atacando y destruyendo sus componentes celulares.

Los inmunosupresores que se han desarrollado para uso terapéutico pueden clasificarse segin su estructura quimica
y/o su mecanismo de accion. Entre los primeros inmunosupresores estaban, en particular, antimetabolitos tales como
azatioprina (un inhibidor de la sintesis de purina) y metotrexato (un antifolato). La aparicion de los primeros macrélidos,
en particular la ciclosporina, y luego el tacrolimus, provocé un beneficio terapéutico sustancial para receptores de
trasplantes. Otros compuestos inmunosupresores con estructura y actividad relacionada incluyen pimecrolimus,
everolimus, sirolimus, deforolimus, everolimus, temsirolimus y zotarolimus. Mas recientemente, se han desarrollado
anticuerpos y proteinas de fusion contra diversas dianas celulares y no celulares que participan en respuestas
inmunitarias tales como infliximab, etanercept, rituximab, tocilizumab y abatacept y se han introducido al mercado de
los farmacos.

Los inmunosupresores macrolidos, tales como tacrolimus, sirolimus, everolimus y similares, aunque son altamente
activos una vez son absorbidos en el organismo o tejido diana, son compuestos problematicos de formular y
administrar al sitio de accién, en particular debido a su mala solubilidad y tamafio molecular relativamente grande. Para
la terapia sistémica por vias de administracion orales o intravenosas, normalmente se presentan como formulaciones
solubilizadas que comprenden cantidades sustanciales de excipientes solubilizantes tales como tensioactivos y
disolventes organicos.

El tacrolimus, un compuesto de particular interés en el contexto de la presente invencion, se desarroll6 por primera vez
como un concentrado para infusion intravenosa después de dilucion y como una formulacién de capsula dura oral. En
el concentrado para infusién (actualmente comercializado por Astellas como, por ejemplo, Prograf®), el tacrolimus (5
mg) se solubiliza en una mezcla de etanol (638 mg) y ricinoleato de macrogolglicerol (200 mg), excipientes que no son
bien tolerados por muchos pacientes, pero que todavia se consideran necesarios en vista de la muy débil solubilidad
del principio activo. Estas formulaciones sistémicas se usan para la profilaxis y el tratamiento de rechazo de trasplante
de érgano, muy frecuentemente con pacientes que han recibido un trasplante de rifién, higado o corazén.

Mas recientemente, el tacrolimus se ha desarrollado como una pomada para el tratamiento de dermatitis atépica. La
formulacion que actualmente se comercializa (por ejemplo, en Alemania desde 2002 por Astellas como Protopic®) esta
disponible en dos concentraciones (0,3 mg/g y 1 mg/g, respectivamente) y contiene los excipientes vaselina, parafina
liquida, parafina sélida, cera y carbonato de propileno.

La eficacia terapéutica del tacrolimus en el tratamiento de dermatitis atopica se demostr6 en diversos estudios clinicos
multicéntricos controlados por placebo con pacientes adultos en EE.UU. y Europa (1, 4), asi como con nifios de 3 a 6
afos (23, 25). El tacrolimus tépico también parece ser eficaz en el tratamiento de dermatitis de contacto (15, 16). Por el
contrario, el uso experimental de tacrolimus tdpico para el tratamiento de psoriasis no ha sido, en general, satisfactorio,
aun cuando la psoriasis se haya identificado claramente como una enfermedad autoinmunitaria, posiblemente debido
al espesor y la estructura de las placas de psoriasis que pueden representar barreras a la difusion considerable para la
penetracion y la captacion del principio activo (11, 30). Sélo en algunos casos especiales se obtuvieron resultados
relativamente positivos, por ejemplo, aplicando condiciones oclusivas (22), usando una formulacién liposémica (8) o
tratando la piel facial relativamente fina o administrando la medicina en las arrugas (10, 14, 17, 18, 26, 28, 29).

Sin embargo, se ha observado que tales casos especiales estan asociados a varios inconvenientes. Por ejemplo, la
oclusién de la piel no solo es considerada desagradable por los pacientes, sino también poco factible para ciertas
areas de la piel (por ejemplo, la cara, en pliegues, cerca de las articulaciones, etc.) y generalmente es inaceptable en el
caso de sitios grandes o mltiples sitios afectados. Las formulaciones liposémicas son desventajosas porque no se
fabrican facilmente de una forma reproducible a escala industrial. Ademas, son dificiles de esterilizar o producir bajo
condiciones asépticas, lo cual podria ser deseable, ya que el producto no se usa sobre la piel intacta, sino sobre piel
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adversamente afectada. El tratamiento de soélo ciertos sitios de la piel afectada esta obviamente asociado a la
desventaja de que otros sitios afectados permanecen sin tratar o débilmente tratados.

La eficacia limitada de las formulaciones de pomada convencionales de tacrolimus también se indica por el hecho de
que el producto de tacrolimus tépico actualmente disponible (Protopic®) sélo esta autorizado para el tratamiento de
dermatitis atopica, no de psoriasis.

Otros inmunosupresores macrolidos son, al igual que el tacrolimus, moléculas débilmente solubles y relativamente
grandes que también son dificiles de formular y que probablemente poseen las mismas limitaciones con respecto a la
penetracion de placas de psoriasis. Ninguno de estos compuestos se ha desarrollado satisfactoriamente como
formulaciones topicas para el tratamiento de psoriasis.

Por consiguiente, existe la necesidad de formulaciones tépicas mejoradas de compuestos inmunosupresores
macrélidos, tales como tacrolimus que sean adecuados para, y eficaces en, el tratamiento de otras afecciones distintas
de dermatitis atopica. En particular, existe la necesidad de medicinas tépicas para tratar psoriasis usando
formulaciones que no requieran la oclusidn, incorporen liposomas, que se fabriquen facilmente a gran escala y/o que
no posean una o0 mas de las desventajas de las composiciones que se conocen hoy en dia.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar tales composiciones. Otros objetos son proporcionar usos
beneficiosos de las composiciones de compuestos inmunosupresores macrolidos y procedimientos para preparar tales
composiciones. Otros objetos mas seran entendidos a la luz de la descripcién y las reivindicaciones de patente.

Se hace notar que el documento WO 03/053405 Al desvela emulsiones para uso oftalmico y propuestas para el
tratamiento de sindrome del ojo seco. Las emulsiones tienen un tamafio de gotita de 150 nm a 250 nm (pag. 7, linea
13) y, por tanto, son emulsiones convencionales que, a diferencia de las microemulsiones, no se forman
espontaneamente y son termodindmicamente inestables y épticamente anisotropicas. Ademas, las emulsiones
comprenden mas del 90 % de agua y un tensioactivo catidénico. No hay indicio de que estas composiciones puedan ser
Utiles para administracion a la piel.

El documento EP 1 929 996 A2 también describe emulsiones de tipo o/w para uso oftdlmico. Las emulsiones tienen un
tamafio de particula preferido de 100 nm a 250 nm (péag. 4, parrafo [0038]) y se preparan por técnicas de emulsion
convencionales que requieren el aporte de energia (pag. 5, parrafo [0043]), conduciendo a emulsiones de convencion
que son, a diferencia de las microemulsiones, termodinamicamente inestables y Opticamente anisotrépicas. El
documento no desvela el uso de las emulsiones para tratar la piel.

El documento WO 2006/062334 Al desvela los llamados pre-concentrados en microemulsion (también conocidos
como sistemas de administracion de farmacos auto-microemulsionantes o0 SMEDDS) que, tras la adicién de una fase
acuosa, forman espontdneamente microemulsiones. Los pre-concentrados estan envasados, por ejemplo, en
capsulas y son para administracion por via oral. Los inventores de los pre-concentrados habian encontrado que las
composiciones conducen a mayor biodisponibilidad sistémica del tacrolimus después de las ingestas orales.

El documento US 2003/0143250 Al describe pre-concentrados en microemulsién que comprenden el principio activo,
ciclosporina, que alcanzan una alta biodisponibilidad sistémica y baja variabilidad entre sujetos del farmaco
incorporado después de la administracion por via oral (pag. 18, parrafos [0257] a [0259]). El documento no desvela
otros farmacos distintos de ciclosporina.

El documento GB 2 315 216 A se refiere a la composicién auto-microemulsionante y en microemulsién de tacrolimus
para la administracion por via oral. De nuevo, las composiciones alcanzan niveles en plasma mejorados del principio
activo incorporado. El documento no ensefia otros usos distintos de la administracién por via oral.

El documento US 2003/0059470 Al ensefia emulsiones A/A que se preparan por procedimientos convencionales y
tienen tamafos de gotita en un intervalo de 100 nm hasta 10 um, preferentemente de 200 nm a 500 nm y, son, por
tanto, termodindmicamente inestables y 6pticamente anisotrépicos (pag. 5, parrafo [0075]).

El documento WO 2006/123354 A2 proporciona composiciones auto-microemulsionantes libres de agua (o
pre-concentrados en microemulsién, o SMEDDS) de farmacos hidréfobos para uso oral que pueden formar
microemulsiones tras la adicion de una fase acuosa. El documento no ensefia otros usos distintos a la administracion
por via oral.

Sumario de la invencion
La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un principio terapéuticamente activo
seleccionado del grupo de inmunosupresores macrélidos, un componente hidréfilo, un componente lipofilo y un

componente anfifilico. La composicién se caracteriza adicionalmente porque se formula como una microemulsion.

En una realizacion particularmente (til, la invencién proporciona una microemulsion liquida que comprende tacrolimus
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como principio activo. Los constituyentes de los componentes hidréfilo, lipéfilo y anfifiico se seleccionan
preferentemente de excipientes que son bien tolerados por la piel y/o mucosa. En particular, se prefiere que la
microemulsién de tacrolimus comprenda agua.

El componente hidréfilo puede comprender agua en combinacidn con uno o mas glicoles liquidos tales como glicerol,
propilenglicol, pentilenglicol y/o polietilenglicol. EI componente lip6filo puede estar compuesto por uno o mas
excipientes aceitosos usados en preparaciones cosméticas o dermatolégicas tales como miristato de isopropilo,
palmitato de isopropilo, adipato de dibutilo, adipato de diisopropilo y/o triglicéridos. EI componente anfifilico
normalmente comprende uno 0 mas tensioactivos tales como fosfolipidos, alquilpoliglucésidos, ésteres de sorbitano
con acidos grasos y/o mono- y diésteres pegilados de glicerol con acidos grasos.

La invencién proporciona ademas el uso de composiciones en microemulsiéon que comprenden un inmunosupresor
macrélido para tratamientos topicos tales como para la administracion a la piel, mucosa o al ojo. Ademas, proporciona
el uso de tales composiciones para el tratamiento de enfermedades y afecciones tales como dermatitis atopica,
psoriasis, colagenosis, enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedades inflamatorias del ojo o rechazo de
trasplante.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona un procedimiento para preparar tales composiciones. El procedimiento
se caracteriza porgque los componentes de una composicion se combinan y se mezclan sin aplicar condiciones de alto
cizallamiento u homogeneizacién por presion.

Descripcion detallada de la invencion

Segun la presente invencién, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un principio
terapéuticamente activo seleccionado del grupo de inmunosupresores macrélidos, un componente hidréfilo, un
componente lipéfilo y un componente anfifilico. La composicion se caracteriza adicionalmente porque se formula como
una microemulsion.

Como se usa en el presente documento, una composicién farmacéutica significa una composicién que comprende al
menos un compuesto farmacéuticamente activo y al menos un excipiente, formulandose y procesandose la
composicion de tal forma que sea adecuada para administracion a un ser humano o animal. En el caso de la presente
invencion, el principio activo es un inmunosupresor macrélido, es decir, un compuesto que suprime la actividad del
sistema inmunitario, 0 al menos un componente del mismo, y que comprende una estructura de anillo de macrélido que
normalmente se define como un anillo de lactona macrociclico relativamente grande (por ejemplo, de 14-16 miembros
en el caso de antibidticos macrélidos y frecuentemente superior a 20 miembros de anillo en el caso de
inmunosupresores macroélidos que son de interés aqui) al que pueden unirse uno o mas residuos de azlcar desoxi.

Los inmunosupresores macrdlidos que se usan para llevar a cabo la invencién son sirolimus, everolimus, tacrolimus,
pimecrolimus, ridaforolimus, temsirolimus y zotarolimus. Particularmente se prefieren pimecrolimus, sirolimus,
everolimus y tacrolimus. Como se usa en el presente documento, se entiende que estas denominaciones comunes
incluyen cualquier sal, solvato, isémero, conjugado u otros derivados estrechamente relacionados de los principios
activos respectivos. En una de las realizaciones especificas, el principio activo es tacrolimus monohidratado (también
denominado en lo sucesivo "tacrolimus").

El tacrolimus (Ca4HeoNO12 * H20, MW 822,05) es una lactona macrdlida con un punto de fusion de 127-129 °C.
Presenta dos valores de pk de 9,97 £ 0,7 y -2,38 £ 0,7, respectivamente. Su solubilidad en agua escasa en el intervalo
de pH de 1 a 10y sdlo por encima de pH 10 aumenta aproximadamente dos veces (24). Es soluble en metanol, etanol,
acetona, cloroformo, acetato de etilo y éter dietilico (20). Su alta lipofilia también se refleja por el coeficiente de reparto,
log Poctanoitampsn, de 3,96 + 0,83 (24).

El tacrolimus fue aislado por primera vez de la bacteria Streptomyces tsukubaensis en 1984 en Japén. El nombre
tacrolimus procede de su lugar de descubrimiento, Tsukuba, su estructura de ndcleo quimico, es decir, macrolido y su
actividad como inmunosupresor. Su actividad inmunosupresora in vitro es 50-100 veces, e in vivo 10-20 veces,
superior a la de la ciclosporina (12). Aun cuando el tacrolimus y la ciclosporina no estan quimicamente muy
estrechamente relacionadas, parece que sus mecanismos de accion son los mismos o0 al menos muy similares. En
términos generales, bloquean la liberacién de interleucina 1 de macréfagos e interleucina 2 de linfocitos T auxiliares
mediante la inhibicién del procedimiento de transcripcion en los genes que codifican las citocinas respectivas.

El contenido de compuesto activo en la composicion de la invencién se selecciona generalmente con miras a la
solubilidad del compuesto en la mezcla de excipientes, o vehiculo, y a la aplicacion de producto deseado, teniendo en
cuenta, por ejemplo, el volumen de formulacion que debe administrarse, que puede limitarse por la naturaleza del sitio
de administracion (por ejemplo, el 0jo). En el caso del tacrolimus, el contenido o concentracion en la composicion
estard generalmente en el intervalo de aproximadamente el 0,00001 a aproximadamente el 20 % en peso. Mas
preferentemente, se selecciona en el intervalo de aproximadamente el 0,01 al 1% en peso. En realizaciones
particulares, la composicion comprende aproximadamente 0,03 % en peso, 0,05 % en peso, 0,1 % en peso, 0,3 % en
peso, 0,5 % en peso y 1,0 % en peso, respectivamente.
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La composicién de la invencién se caracteriza adicionalmente porque es una microemulsiéon. Como se usa en el
presente documento, una microemulsion es una mezcla clara, termodinamicamente estable, 6pticamente isotrépica,
de un componente lipéfilo, un componente hidréfilo y un componente anfifilico. Normalmente, una microemulsién se
forma espontaneamente cuando los componentes se combinan y se mezclan entre si, sin requerir el aporte de alta
energia como normalmente se requiere para la formacién de una emulsiéon "comun”. Las microemulsiones pueden
tener una fase lipdfila coloidal dispersa en una fase hidréfila, o una fase hidréfila coloidalmente dispersa en una fase
lipéfila. El tamafio de las fases dispersas esta normalmente en el intervalo de aproximadamente 5nm a
aproximadamente 400 nm y casi siempre por debajo de aproximadamente 200 nm. En una de las realizaciones
preferidas de la invencion, el tamafio de particula es de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 100 nm.

En términos de sus propiedades reoldgicas, la microemulsion puede estar en forma de un liquido o un gel, es decir, en
forma liquida o semisolida. En una realizacion preferida, la microemulsién esta en forma liquida.

La composicion se caracteriza adicionalmente porque comprende un componente hidréfilo. Como se usa en el
presente documento, un componente es un excipiente farmacéuticamente aceptable o mezcla de excipientes, e
hidrdfilo significa en el presente contexto que el componente es miscible con agua, o al menos sustancialmente soluble
en agua. Mas preferentemente, el componente hidréfilo es liquido. El componente hidréfilo esta compuesto de una
mezcla de agua (incluyendo predominantemente soluciones acuosas tales como tampones, etc.) y disolventes polares
liquidos. Disolventes polares utiles incluyen, por ejemplo, alcoholes tales como etanol y glicoles liquidos. Glicoles
particularmente preferidos incluyen glicerol, propilenglicol, polietilenglicoles liquidos y 1,2-pentanodiol (también
denominado en lo sucesivo pentilenglicol).

Dioles tales como propilenglicol y pentilenglicol son agentes particularmente preferidos en este contexto ya que
presentan varios efectos beneficiosos. Ademas de servir de constituyentes del componente hidréfilo, son muy bien
tolerados por la piel. Ademas, poseen una pequefia region molecular relativamente lipéfila en virtud de la cual también
pueden considerarse algo anfifilicos, reforzandose asi la funcionalidad del componente anfifilico de la composicion y
potenciandose la solubilizacion de componentes débilmente solubles en agua. Tienen alta afinidad por la piel y el pelo.
Ademas, presentan propiedades antimicrobianas sustanciales de manera que permiten la formulacién de
composiciones tdpicas acuosas sin ningln otro conservante, o con niveles de conservante reducidos.

Los componentes hidréfilos preferidos comprenden mezclas de (a) agua y (b) un glicol liquido tal como agua y
propilenglicol o agua y pentilenglicol. Para tales mezclas, la relaciéon de agua con respecto a glicol (o glicoles) esta en
el intervalo de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10:1. En otras realizaciones, la relacién esta en el intervalo
de 1:3a3:1, 0de 1:2 a 2:1, respectivamente. Ejemplos de componentes hidréfilos Gtiles incluyen agua y pentilenglicol
(2:1), agua y propilenglicol (1:2).

Como se ha mencionado, el componente hidréfilo comprende agua. El contenido de agua es preferentemente al
menos aproximadamente el 5 %, en peso con respecto al peso de la composicién total. Aunque en la técnica anterior
se han descrito microemulsiones libres de agua y composiciones auto-microemulsionantes de ciertos principios
farmacéuticos activos, éstas son dificiles de prever para administracion tépica. Por ejemplo, las cantidades limitadas
de agua presentes en la piel o una mucosa conseguiran normalmente una conversion de una composicion
auto-microemulsionantes en una microemulsion. En cualquier caso, los inventores han encontrado que la invencién es
particularmente Util para la administracion topica de un inmunosupresor macrélido cuando el componente hidrofilo
comprende la propia agua, tal como al menos aproximadamente el 5% en peso de agua, con respecto a la
composicion total, o incluso al menos el 10 % en peso, o0 al menos el 20 % en peso, respectivamente. En realidad, las
formulaciones que presentan propiedades excelentes (tales como buena permeacion de la piel y tolerabilidad local)
pueden contener nada menos que el 40 % en peso, el 45 % en peso, el 50 % en peso o mas de agua. Por
consiguiente, el componente hidréfilo de la composicién puede representar una fraccion en peso sustancial de la
composicion total tal como al menos aproximadamente el 20 % en peso, o incluso en el intervalo de aproximadamente
el 50 a aproximadamente el 80 % en peso.

Otro componente esencial de la composicidon es un componente lipéfilo. En la microemulsion, el componente lipéfilo
contribuirad sustancialmente a una formacion de una fase lipéfila coloidalmente dispersa. EI componente lip6filo puede
estar compuesto por cualquier excipiente lipéfilo farmacéuticamente aceptable adecuado o mezcla de excipientes que
pueda formar la fase lipéfila. Excipientes preferidos que pueden usarse solos o en combinacién entre si como
componente lipéfilo incluyen compuestos aceitosos que son bien tolerados por la piel y/o mucosas tales como aceites
de triglicéridos, parafinas liquidas, ceras liquidas y en particular los compuestos miristato de isopropilo, palmitato de
isopropilo, adipato de dibutilo y adipato de diisobutilo.

Preferentemente, el componente lipéfilo se selecciona para dar una fase lipéfila dispersa en la microemulsion, de
manera que la composicion esté en forma de una microemulsion A/A. El tamafio de particula de la fase lip6fila dispersa
en la microemulsion esta preferentemente en el intervalo de 5 a 200 nm y en particular en el intervalo de 5 a 100 nm.

También se prefiere que el contenido del componente lipéfilo se mantenga al o por debajo de aproximadamente el
50 % en peso con respecto a la composicion total con el fin de permitir un alto contenido del componente hidréfilo. En
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otras realizaciones, el componente lipéfilo esta presente a una cantidad no superior a aproximadamente el 30 % en
peso, 0 no superior a aproximadamente el 20 % en peso, respectivamente. Por otra parte, la cantidad de fase lipdfila
debe ser suficientemente alta para solubilizar gran parte o todo el principio activo. En el caso del tacrolimus, por
ejemplo, una composicion en microemulsién estable que comprende el 0,1 % de principio activo y una cantidad
significativa de componente hidréfilo (por ejemplo, 50-80 % en peso) que incluye agua puede formularse con, por
ejemplo, 10 % en peso de un componente lipéfilo que consiste en adipato de dibutilo.

Segun la invencién, la composicion comprende un componente anfifilico como otra caracteristica esencial. En
realidad, la presencia de un componente anfifilico es un requisito esencial para la formacion de una microemulsién. El
componente anfifilico comprende al menos uno, y opcionalmente al menos dos, excipientes anfifilicos, por ejemplo,
tensioactivos. En una realizacion preferida, una combinacién de dos o mas tensioactivos esta presente en el
componente anfifilico.

Se observa que algunos de los tensioactivos cominmente usados en el campo farmacéutico o cosmético son en
realidad mezclas de moléculas quimicamente relacionadas. También se observa que la bibliografia técnica referente a
las microemulsiones se refiere frecuentemente a tensioactivos y co-tensioactivos, incluso en ausencia de diferencias
funcionales entre ellos, mientras que en el contexto de la presente invencion los tensioactivos se denominan
simplemente como tales, sin usar el término co-tensioactivo. Los tensioactivos también pueden denominarse en lo
sucesivo emulsionantes.

Como constituyentes del componente anfifilico puede seleccionarse cualquier excipiente anfifilico adecuado para uso
farmacéutico. Preferentemente, el componente anfifilico esta compuesto por tensioactivos que son fisioldgicamente
bien tolerados después de la administracion a la piel y/o una mucosa. Por ejemplo, el uno o mas tensioactivos pueden
seleccionarse del grupo de fosfolipidos, alquilpoliglucésidos, ésteres de sorbitano con &cidos grasos, éteres de
polialquilenglicol de alcoholes grasos (por ejemplo, alcohol laurico, estearilico, cetilico o palmitico) y/o mono- y
diésteres pegilados de glicerol con acidos grasos. Ejemplos de tensioactivos especialmente adecuados son lecitinas,
en particular aquellas que estan constituidas predominantemente por fosfolipidos, fosfatidilcolinas purificadas o
sintéticas, fosfatidilgliceroles, monooleato de sorbitano, monoestearato de polioxietilenglicol, éteres de
polioxietilenglicol de alcoholes grasos tales como éter laurico de polioxietileno (4), alquil(poli)glucésidos tales como
decilglucosido.

Mezclas preferidas de tensioactivos incluyen (a) lecitina combinada con un alquilpoliglucésido, (b) una lecitina
combinada con monooleato de sorbitano y (c) una lecitina combinada con monoestearato de polioxietilenglicol.
Relaciones adecuadas entre el primer y el segundo tensioactivo en mezclas binarias estan normalmente en el intervalo
de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10:1 y preferentemente en el intervalo de aproximadamente 3:1 a 1:3.

La cantidad de componente anfifilico en la composicion en microemulsion debe seleccionarse generalmente inferior al
65 % en peso y mas preferentemente en el intervalo de aproximadamente el 15 a aproximadamente el 35 % en peso.
En realidad, uno de los beneficios particulares de la presente invencion es que los macrélidos débilmente solubles
tales como el tacrolimus pueden formularse para uso tépico en compaosiciones bien toleradas que comprenden el
principio activo en forma solubilizada incluso a un contenido de tensioactivo relativamente bajo tal como el 25 o el 30 %
en peso.

En otro aspecto, se prefiere que la composicién comprenda una mayor cantidad de componente hidrofilo que de
componente anfifilico, es decir, la relacion de componente hidréfilo con respecto a anfifilico es preferentemente 1:1 o
mayor, tal como en el intervalo de aproximadamente 1:1 a 3:1. Los inventores han encontrado que esta relacién
reconcilia la necesidad de solubilizar el inmunosupresor macrélido en la microemulsién con la necesidad de proveer a
pacientes de una formulacién que sea bien tolerada por la piel y las mucosas y que al mismo tiempo sea facilmente
absorbida por la piel 0 mucosa sin dejar residuos aceitosos.

Ademas de los componentes y excipientes descritos como esenciales para llevar a cabo la invencion, la composicion
puede comprender otros componentes segun se requiera. Por ejemplo, puede contener otro principio activo, por
ejemplo, un corticosteroide, un antibidtico, un antimicotico y/o un agente antivirico. Ademas, puede comprender uno o
mas otros excipientes tales como agentes para ajustar el pH (por ejemplo, acidos, sales tampén, bases), antioxidantes
(por ejemplo, acido ascorbico, vitamina E y sus derivados, BHT, BHA, EDTA de disodio, etc.), conservantes (por
ejemplo, tensioactivos catidnicos tales como cloruro de benzalconio; alcohol bencilico, acido sorbico etc.),
potenciadores de la permeacion (DMSO, Transcutol®, mentol, acido oleico, n-alcanoles, 1-alquil-2-pirrolidonas,
N,N-dimetilalcanamidas y 1,2-alcanodioles, etc.) y similares.

La composicién de la invencion, como esta en forma de una microemulsién, se prepara faciimente y se amplia a la
produccion a escala industrial. Se forma cuando los componentes se combinan y se mezclan juntos, incluso en
ausencia de altas condiciones de cizallamiento u homogeneizacion por presién. Por tanto, la composicion puede
prepararse usando cualquier equipo de mezcla convencional que sea adecuado para la preparacion de formulaciones
farmacéuticas liquidas a la escala apropiada. Opcionalmente puede usarse tratamiento con ultrasonidos de los
componentes combinados para acelerar la formacién de una microemulsién homogénea.
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En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de las composiciones descritas anteriormente como medicinas. Es
particularmente beneficioso el uso para tratamiento tépico, que también implica administracién topica, es decir,
administracion a la piel 0 a una mucosa, tal como una mucosa de la cavidad bucal o fosa nasal, del ojo, o del intestino
delgado o grueso. En una de las realizaciones especificas, la composicién se usa para administracion a la piel.

Preferentemente, el uso tdpico no implica afecciones oclusivas. En realidad, el inventor encontré que no se requiere la
oclusion para que la composicion libere su principio activo eficientemente en las capas diana de la piel, en particular la
dermis. Esto es un beneficio importante e inesperado de la presente invencién y posiblemente permite el tratamiento
de mayores areas de la piel de pacientes que normalmente no toleran cuando se requieren condiciones oclusivas.

Las enfermedades y afecciones en las que el uso terapéutico de la composicion puede ser beneficioso incluyen en
particular afecciones que implican procesos inflamatorios y/o autoinmunitarios tales como dermatitis atopica, psoriasis,
colagenosis, enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedades inflamatorias del ojo y/o rechazo de trasplante. A
diferencia de las composiciones de la técnica anterior de supresores macrolidos, las composiciones tienen
propiedades que permiten el tratamiento eficaz de psoriasis y este uso terapéutico constituye una de las realizaciones
preferidas de la invencion. Otros usos posibles incluyen heridas y quemaduras cronicas. Como se usa en el presente
documento, se entiende que un uso terapéutico incluye procedimientos de tratamiento tanto curativos como
profilacticos.

Otras realizaciones seran obvias a partir de los siguientes ejemplos que ilustran la invencién en algunos de sus
aspectos principales sin limitar el ambito de la misma.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de microemulsiones que contienen agua con tacrolimus

Se formularon cuatro composiciones en microemulsion diferentes segin la invencién y se prepararon combinando y
mezclando los componentes respectivos. Las composiciones se muestran en la Tablas 1 a 7. Las microemulsiones
transparentes o ligeramente opalescentes se formaron espontdneamente tras la mezcla. Después de tres meses de
almacenamiento a temperatura ambiente, las muestras de las tres microemulsiones se inspeccionaron visualmente.
No se encontr6 indicacion de inestabilidad fisica.

Tabla 1

Composicion A
Componente % en peso
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 39,9
Pentilenglicol 20,0
Componente lipdfilo Adipato de dibutilo (Cetiol® B) 10,0
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 10,0
Decilglucésido (Plantacare® 2000 UP) 20,0
Otros Ninguno
Total 100,0

Tabla 2

Composicion B
Componente % en peso
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 21,63
Propilenglicol 43,27
Componente lipéfilo Adipato de dibutilo (Cetiol® B) 10,0
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 6,3
Monoestearato de PEG-20-glicerol 188

(Tagat® S2) ’

Otros Ninguno
Total 100,0
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Tabla 3
Composicion C
Componente % en peso
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 449
Pentilenglicol 20,0
Componente lipéfilo Adipato de dibutilo (Cetiol® B) 10,0
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 15,0
Monooleato de sorbitano (Span® 80) 10,0
Otros Ninguno
Total 100,0
Tabla 4
Composicion D
Componente % en peso
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 21,63
Propilenglicol 43,27
Componente lipéfilo Miristato de isopropilo 10,0
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 6,3
Monoestearato de PEG-20-glicerol (Tagat® 188
S2) ’
Otros Ninguno
Total 100,0
Tabla 5
Composicion E
Componente [0]
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 22,0
Propilenglicol 43,2
Componente lipdfilo Miristato de isopropilo 10,1
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 6,0

Monoestearato de PEG-20-glicerol (Tagat® S2) 19,0
Solucion acuosa al 10 % en peso de acido

Otros tartarico para ajustar el pH a 4,0 £ 0,2 c.s.p
Total 100,4
Tabla 6
Composicion F

Componente [0]
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 45,0

Pentilenglicol 19,9
Componente lipofilo Miristato de isopropilo 10,1
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 15,0

Monooleato de sorbitano (Span® 80) 10,0
Otros Solucién acuosa al 10 % en peso de acido c.s.p

tartarico para ajustar el pHa 4,0 + 0,2 -
Total 100,1

Tabla 7
Composicion G

Componente [a]
Principio activo Tacrolimus 0,1
Componente hidréfilo Agua 40,1

Pentilenglicol 20,1
Componente lipofilo Miristato de isopropilo 10,3
Componente anfifilico Lecitina (Phospholipon® 90G) 10,1
Eter laurico de polioxietileno (4) (Brij® 30) 20,0
Otros Solucion acuosa al 10% en peso de &cido c.s.p
tartarico para ajustar el pH a 4,0 + 0,2 e
Total 100,6
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Ejemplo 2: Pruebas de toxicidad en la piel y mucosa

Las tres formulaciones A, By C preparadas segun el Ejemplo 1, pero sin principio activo, se probaron para su potencial
para producir efectos de tejido toxicos sobre la piel y las mucosas usando el procedimiento HET CAM ("membrana
corioalantoidea del huevo de gallina”). Esta membrana se usa 8-10 dias después de la fecundacién cuando ya posee
una vasculatura funcional, pero no tejido nervioso. Se usaron formulaciones de placebo con el fin de determinar el
potencial de irritacidn del vehiculo en vez del principio activo.

El modelo de HET CAM es una alternativa internacionalmente aceptada a los modelos animales y da resultados
similares sin causar dolor. En el modelo de HET CAM, la presencia de irritacion se indica por cambios en la
vasculatura, que incluye una CAM hipervascularizada y un aumento de la perfusion vascular (27). Se uso flujo por laser
Doppler (LDF) para cuantificar la perfusion después de intervalos de tiempo definidos de aprox. 30 minutos después de
aplicar las formulaciones, ya que los aumentos de perfusion inducidos por la irritacion pueden estimarse por los
aumentos resultantes en LDF.

Para los presentes experimentos, se usaron huevos naturalmente inseminados de gallinas New Hampshire. Los
huevos se mantuvieron durante 8 dias a 37 °C y 55 % de H.R. y se giraron cada 12 horas. Posteriormente, los huevos
se transfirieron a una caja de flujo laminar para la manipulacién microquirargica. En el polo del huevo que tiene el radio
mas largo (es decir, la convexidad mas débil), se corté una abertura circular de 1,5 cm de diametro de la cascara y se
diseccion6 la CAM. En cada CAM se aplicaron 100 pl de la solucion de prueba. Se usé tampon fosfato como control
negativo, solucion de dodecilsulfato de sodio como control positivo. Posteriormente, la CAM se iluminé con laser de
helio-neén de baja energia monocromatico (632,8 nm). Después de 30 minutos, el huevo se someti6 a la prueba de
LDF. Como resultado, ningunas de las formulaciones presenté aumentos significativos en la perfusion vascular, sino
sélo ligeras disminuciones, indicando asi la ausencia de cualquier posibilidad de irritacion.

Ejemplo 3: Penetracién en la piel del tacrolimus

Tres microemulsiones de tacrolimus A, B y C preparadas segin el Ejemplo 1 se probaron adicionalmente en
experimentos de permeacion de la piel usando piel de mama humana extirpada y celdas de difusion de Franz (Crowne
Glass Company, Somerville, NY, EE.UU.). Se usé tampon fosfato a pH 7,4 como fluido aceptor. Las muestras de piel
se fijaron sobre un filtro usando un clip metalico. Se us6 una tapa de vidrio para cubrir las celdas de Franz para evitar
las pérdidas por evaporacion durante los experimentos. Se us6 piel de tres donantes en las series de pruebas.

Para cada experimento de difusidon se aplicaron aprox. 20 pl de la microemulsion respectiva al espécimen de piel.
Posteriormente, el espécimen se colocé sobre el filtro de la celda de Franz y se sujetd. La celda de difusiéon se mantuvo
a 32°C durante 30, 300 o 1.000 minutos. Después del periodo de prueba, los residuos de la microemulsion se
eliminaron de la superficie de la piel usando un hisopo y de cada espécimen de piel se perforaron tres biopsias en
sacabocados circulares de 6 mm de didmetro usando un cortador de dados Kromayer (Stiefel Laboratorium,
Offenbach, Alemania). Posteriormente, las biopsias se congelaron y se microtomizaron. Los cortes horizontales que se
obtuvieron se enumeran en la Tabla 5.

Los bastoncillos usados para quitar los residuos de la microemulsion se extrajeron con metanol (5 ml) durante 12
horas. Las cortes de piel se extrajeron durante 1 hora usando de 0,3 a 0,5 ml de metanol, dependiendo de la cantidad
esperada de principio activo. Posteriormente, el tacrolimus se cuantific6 por HPLC con deteccién por EM usando
micofenolato mofetilo como patrén interno.

Tabla 8

Capa de la piel Cortes de micr6tomo (espesor)
Estrato corneo (EC) 10 uym

Epidermis viva (EV) 4 cortes de 20 um

Dermis 1 (adyacente a la epidermis) (DR1) 5 cortes de 40 ym

Dermis 2 (DR2) 5 cortes de 40 ym

Dermis 3 (DR3) 5 cortes de 40 ym

Dermis 4 (DR4) 5 cortes de 40 ym

Dermis 5 (DR5) 5 cortes de 40 um

Como resultado, se encontré que las formulaciones Ay C liberaron tacrolimus rapidamente y eficazmente a la piel, en
particular a la dermis que, debido a los linfocitos que residen en ella, representa una diana importante para el principio
activo. El rapido aumento en los niveles de tacrolimus después de 30 y 300 minutos es mas pronunciado para estas
formulaciones que para la formulacion B. Sin embargo, después de 1.000 minutos, la formulacién B ha liberado casi
tanto tacrolimus como las otras dos formulaciones en la dermis y la cantidad de farmaco que se libera al fluido aceptor
es la mayor de las tres formulaciones. Resultados detallados se representan en las Figuras 1-7.

Las Figuras 1 a 4 muestran las fracciones de dosis de tacrolimus encontradas en las diversas capas de la piel (Figura
1: estrato corneo; Figura 2: epidermis viable; Figura 3: dermis) y el medio aceptor (Figura 4) 30, 300 y 1.000 minutos
después de la administracion de las formulaciones A, B y C (aqui se designan ME TCL A, ME TCL B y ME TCL C,
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respectivamente) con respecto a las dosis administradas (n=9; X * DE; *p < 0,01 ME TCL A frente a ME TCL B, #p <
0,01 ME TCL A frente a ME TCL C, *p < 0,01 ME TCL B frente a ME TCL C).

Las Figuras 5 a 7 muestran la concentracion de tacrolimus con respecto a la profundidad de la piel 30, 300 y 1.000
minutos después de la aplicacién de las formulaciones A (Figura 5), B (Figura 6) y C (Figura 7) (n=9; X # DE; estrato
c6rneo no mostrado).

En conclusidn, las tres formulaciones a modo de ejemplo demuestran que las microemulsiones segun la invencion
pueden liberar inmunosupresores macrélidos tales como tacrolimus a través de la principal barrera de penetracion y
permeacion representada por el estrato cérneo. Ademas, pueden liberar fracciones significativas del farmaco
administrado a la piel sin requerir oclusion.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica topica que comprende:

- un principio terapéuticamente activo seleccionado del grupo que consiste en sirolimus, everolimus, tacrolimus,
pimecrolimus, ridaforolimus, temsirolimus y zotarolimus,

- un componente hidréfilo;

- un componente lip&filo; y

- un componente anfifilico,

en la que la microemulsién se formula como una microemulsion; en la que el componente hidréfilo comprende una
combinacion de agua y un glicol liquido que se selecciona preferentemente entre glicerol, propilenglicol,
1,2-pentilenglicol y polietilenglicol; y en la que la relacién de agua con respecto al glicol liquido esta en el intervalo de
1:10 a 10:1.

2. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1, que comprende tacrolimus o una sal o un derivado del mismo,
en la que todo el tacrolimus esta esencialmente en forma solubilizada.

3. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que la microemulsién esta en forma liquida.

4. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que el componente hidréfilo esta presente en
una cantidad de al menos el 20 % en peso con respecto al peso de la composicion.

5. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que la relacién de peso del componente
hidréfilo con respecto al componente anfifilico es 1:1 o superior.

6. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que el componente lip6filo comprende al
menos un excipiente seleccionado de miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo, adipato de dibutilo, adipato de
diisopropilo y triglicéridos.

7. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que el componente anfifilico comprende al
menos un tensioactivo seleccionado de fosfolipidos, alquilpoliglucésidos, ésteres de sorbitano con acidos grasos,
éteres de polialquilenglicol de alcoholes grasos y mono- y diésteres pegilados de glicerol con acidos grasos.

8. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que el componente anfifilico comprende al
menos dos tensioactivos.

9. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como un medicamento para
administracion topica, preferentemente para su administracion a la piel, a una mucosa o a un ojo.

10. La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como un medicamento para la
profilaxis y/o el tratamiento de dermatitis atopica, psoriasis, colagenosis o enfermedades inflamatorias del ojo.

11. Procedimiento para preparar una composicion farmacéutica topica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,

en el que los componentes de la composicion se combinan y se mezclan sin aplicar altas condiciones de cizallamiento
u homogeneizacién por presion.
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