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DESCRIPCION
Composiciones de lipidos y péptidos catiénicos

La presente invencion se refiere a la proteccion, estabilizacion y suministro de péptidos y proteinas en
composiciones farmacéuticas y neutracéuticas. En particular, la invencion se refiere a composiciones y
formulaciones para suministrar poli y oligopéptidos catidnicos en sistemas de suministro basados en lipidos para
proporcionar mejor proteccion contra la degradacion por peptidasas y proteasas. La invencion también se refiere a
métodos para formular y suministrar dichos péptidos para proporcionar dicha proteccion.

Existe un enorme potencial en el uso de péptidos y proteinas para tratar diversas patologias, asi como en la
profilaxis y en la mejora de la salud general y el bienestar de los sujetos. Sin embargo, el rendimiento de los agentes
peptidicos administrados esta, en general, limitado debido a su escasa biodisponibilidad, que a su vez, esta
provocada por la rapida degradacion de los péptidos y de las proteinas en los fluidos biolégicos. Esto hace que
aumente la dosis que ha de administrarse y, en muchos casos, restringe las vias de administracion eficaces.
Ademas, estos efectos se exageran debido a la permeabilidad con frecuencia limitada de los péptidos y las proteinas
a través de membranas bioldgicas.

Los péptidos y las proteinas que se administran al cuerpo del mamifero (por ejemplo, por via oral, por via
intramuscular, etc.) experimentan degradacion por diversas enzimas proteoliticas y sistemas presentes en todo el
cuerpo. Los sitios de actividad peptidasa, muy conocidos, incluyen el estémago (por ejemplo, la pepsina) y el tracto
intestinal (por ejemplo, la tripsina, la quimotripsina y otras enzimas) pero hay otras peptidasas (por ejemplo, las
carboxipeptidasas A, B y C) en todo el cuerpo. Tras la administracion oral, la degradacion gastrica e intestinal reduce
la cantidad de péptido o de proteina que posiblemente podria absorberse a través del revestimiento de la superficie
intestinal y de este modo reducir su biodisponibilidad. De forma similar, los péptidos y proteinas libres en el torrente
sanguineo del mamifero también se someten a degradacién enzimatica (por ejemplo, por carboxipeptidasas de
plasma, etc.).

En la Tabla 1 se indican algunas proteasas (peptidasas) halladas en el cuerpo de mamifero, junto con su tipo y sitios
de accion habituales.

Tabla 1
PROTEASA FUENTE TIPO
Quimotripsina Ay B Intestino Serina proteasa
Quimotripsina C Intestino Serina proteasa
Tripsina Intestino Serina proteasa
Elastasa Intestino Serina proteasa
Pepsina A Estdbmago Proteasa aspartica
Carboxipeptidasa A Intestino Metaloproteasa
dependiente de cinc
Carboxipeptidasa B- Intestino Metaloproteasa
dependiente de cinc
Carboxipeptidasa C Ubicua Serina proteasa
Catepsina B Lisosomas Cisteina proteasa
Catepsina C Ubicua Cisteina proteasa
Catepsina G Leucocitos polimorfonucleares Serina proteasa
Catepsina H Lisosomas Cisteina proteasa
Catepsina X Ubicua Cisteina proteasa
Aminopeptidasa A Ubicua, unida a membrana Metaloproteasa
dependiente de cinc
Aminopeptidasa B Ubicua, citosodlica o unida a membrana Metaloproteasa
dependiente de cinc
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Otro obstaculo importante es la baja permeabilidad y la absorcién que conducen a la escasa biodisponibilidad de los
péptidos en sistemas orales. Se ha demostrado, en algunos casos, que los vehiculos lipidicos potencian
significativamente la absorciéon de los péptidos y proteinas pero generalmente la biodisponibilidad (especialmente
oral) de los agentes peptidicos es tan baja como para hacerlos esencialmente ineficaces.

Son dos ejemplos de agentes activos peptidicos catidnicos, el nonapéptido ciclico, la desmopresina, el analogo de la
somatostatina ciclica de 8 aminoacidos, el octreétido y el péptido de 32 aminoacidos, la calcitonina.

La calcitonina es una hormona peptidica de origen natural secretada por las células parafoliculares de la glandula
tiroidea de mamifero y también se encuentra en aves y peces. Independientemente de su origen, la calcitonina es un
péptido de 32 restos con un enlace disulfuro y aunque algunos restos estan conservados universalmente, algunas
calcitoninas varian significativamente en otras partes de su secuencia primaria. La calcitonina se produce de forma
natural en respuesta a niveles de calcio en plasma elevados y puede utilizarse en el control, en el tratamiento y en la
profilaxis de afecciones tales como la enfermedad de Paget en el hueso, la hipercalcemia y la osteoporosis
postmenopausica.

Las calcitoninas mas habitualmente administradas para uso humano son la calcitonina humana sintética y la
calcitonina de salmon sintética (que es aproximadamente 50 veces mas potente por peso que la hormona humana).
La calcitonina puede administrarse solamente por vias parenterales debido en parte a la rapida degradacion en el
tracto gastrointestinal (tracto Gl). Habitualmente, la administracién es intravenosa (IV), intramuscular (IM) o
subcutanea (SC). Esto es necesario, pero es indeseable debido a que el tratamiento con calcitonina es
habitualmente prolongado y un paciente tipicamente tendra que autoadministrarse la hormona por inyeccion
subcutanea regularmente, con frecuencia en sitios alternos. Como resultado, una formulacién oral eficaz seria un
avance significativo.

La desmopresina es un analogo sintético de la hormona de la hipdfisis posterior humana natural arginina
vasopresina. La desmopresina es un antidiurético y se usa para prevenir o controlar la polidipsia, poliuria y
deshidratacion en pacientes con una deficiencia en vasopresina de la hipdfisis posterior enddgena (por ejemplo en la
diabetes insipida).

A diferencia de la calcitonina, la desmopresina puede administrarse por via oral debido a su alta fuerza y a sus
efectos secundarios limitados, pero su disponibilidad oral sigue siendo extremadamente baja. La administracion
nasal o intravenosa es considerablemente mas eficaz que la ingesta, proporcionando la administracion nasal al
menos 20 veces la biodisponibilidad de la formulacién oral y siendo la administracién intravenosa mas de 600 veces
mas eficaz. No obstante, la administracion oral de la desmopresina es muy preferida y seria considerablemente
ventajoso proporcionar composiciones orales de este péptido con mayor biodisponibilidad.

El octredtido es un analogo sintético de la hormona reguladora comun somatostatina (también conocida como factor
inhibidor liberador de hormona del crecimiento o factor inhibidor de liberacion de somatotropina), que tiene efectos
no solamente mediante el control de la hormona del crecimiento somatotropina sino también alterando la secrecién
de algunas hormonas de la hipdfisis anterior, la funcién endocrina y exocrina pancreatica, la produccion de acido
gastrico y hormonas del Gl y otros mecanismos. El octredtido esta disponible para administracion intravenosa,
subcutanea e intramuscular a largo plazo y por lo tanto una formulacién oral viable seria considerablemente valiosa.

Como se ha ilustrado en los ejemplos anteriores, existe una necesidad considerable de un método por el que los
agentes activos peptidicos puedan protegerse de la actividad proteolitica del tracto Gl. También existe la necesidad
de un método por el que los péptidos puedan formularse para inyeccion de “depdsito” intramuscular o subcutanea y
permanezcan protegidos de la degradacion dentro del cuerpo durante periodos de tiempo mas largos.

La formulacion de agentes activos con anfifilos tales como lipidos ha generado recientemente un interés
significativo. Los lipidos tienen un grupo polar hidréfilo y un grupo hidréfobo no polar y estos grupos pueden
ensamblarse a través interacciones mutuas en una diversidad de estructuras ordenadas y desordenadas en
presencia de disolventes polares y/o no polares. Cuando la curvatura espontanea del lipido es baja, estas
estructuras son tipicamente lamelares, tales como vesiculas mono o multilamelares y liposomas y cuando la
curvatura espontanea es mayor, dominaran las fases micelares o fases cristalinas liquidas.

Las formulaciones basadas en anfifilos muestran un potencial considerable en el suministro de muchas sustancias,
especialmente para el suministro in vivo al cuerpo humano o animal. Debido a que el anfifilo tiene grupos tanto
polares como apolares que se agrupan para formar regiones polares y apolares, este puede solubilizar eficazmente
compuestos tanto polares como apolares. Ademas, muchas de las estructuras formadas por anfifilos/agentes
estructurantes en disolventes polares y/o apolares tienen un area muy considerable de limite polar/apolar en el que
otros compuestos anfifilos pueden adsorberse y estabilizarse. Los anfifilos también pueden formularse para proteger
agentes activos, en al menos algin grado, de ambientes bioldgicos agresivos y de este modo proporcionar
velocidades vy sitios ventajosos de liberacion de agente activo.
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La formacion de regiones no lamelares en los diagramas de fase anfifila/agua, anfifila/aceite y anfifila/aceite/agua es
un fenédmeno muy conocido. Dichas fases incluyen fases cristalinas liquidas tales como las fases cubica P, cubica D,
cubica G y hexagonal, que son fluidas a nivel molecular pero muestran un orden de largo alcance significativo, y la
fase L3 que comprende una red bicontinua interconectada multiple de laminas en bicapas que no son lamelares pero
carecen del orden de largo alcance de las fases cristalinas liquidas. Dependiendo de su curvatura, estas fases
pueden describirse como normales (curvatura media hacia la region apolar) o inversas (curvatura media hacia la
region polar).

Las fases cristalina liquida no lamelar y Lz son sistemas termodinamicamente estables. Es decir, no son
simplemente un estado metaestable que se separara y/o reformara en capas, fases lamelares o similares, sino que
son la forma termodinamica estable de la mezcla.

Se ha investigado sistemas tanto lamelares como no lamelares con respecto a sus propiedades como vehiculos y/o
excipientes para agentes dietéticos, cosméticos, nutricionales, de diagndstico y farmacéuticos pero se cree que los
sistemas no lamelares tienen ventajas considerables con respecto a su area de superficie interna alta y regiones
polares y apolares bicontinuas. Esto ha conducido a una investigacion considerable de las fases no lamelares,
particularmente en formulaciones de liberacion controlada y para solubilizar compuestos relativamente insolubles.

Como se ha analizado anteriormente, la fase no lamelar a granel es tipicamente un sistema termodinamicamente
estable. Ademas, esta fase a granel puede dispersarse en un disolvente polar o no polar para formar particulas de
una fase no lamelar (especialmente cristalina liquida) en un disolvente a granel. Esto permite aplicar las ventajas de
fases no lamelares a granel en situaciones en las que el uso de una formulacion a granel que no fuera miscible con
un fluido corporal provocaria problemas, tal como en aplicaciones parenterales. También puede conseguirse control
adicional del perfil de liberacion de un compuesto, por ejemplo, optimizando el tamafio, la morfologia y las
interacciones de membrana transportadora-farmaco de dichas dispersiones.

En muchos casos, una fase cristalina liquida o L3 esta en equilibrio termodinamico o cerca de el con el disolvente en
exceso y por lo tanto pueden prepararse dispersiones estables de particulas no lamelares. Dichas particulas pueden
ser completamente (es decir termodinamicamente) estables, o pueden degradarse gradualmente, proporcionando de
este modo control sobre el perfil de liberacién para agentes activos formulados con las mismas. La formacion de
dispersiones puede ser espontanea o como resultado de fuerza mecanica introducida, por ejemplo, por corte o
ultrasonidos. Estas particulas no lamelares son considerablemente interesantes en el suministro de agentes activos
y se han propuesto como vehiculos para muchos de dichos activos.

Un método para la formacioén de particulas dispersas de fase no lamelar en disolventes tales como agua se describe
en el documento US 5.531.925. Dichas particulas tienen una fase interior cristalina liquida no lamelar o Ls, o
combinaciones de las mismas y tipicamente una fase de superficie lamelar o La.

Pueden formarse particulas conocidas de fase interior cristalina liquida o Lz por métodos tales como adicién a esta
fase de una solucidon de agentes estabilizadores y formadores de fase de superficie, agitando para formar una
dispersion gruesa y fragmentando la mezcla resultante. También pueden formarse particulas no lamelares
espontaneamente cuando se disuelve una composicion adecuada de estructura formando 'y
fragmentando/estabilizando agentes en disolvente.

Para evaluar la presencia de una fase cristalina liquida, el orden cristalino liquido analizado anteriormente puede
examinarse con difraccion de rayos X de angulo pequefio (SAX, small-angle X-ray diffraction), microscopia
electrénica de criotransmision (crio TEM, cryo-Transmission Electron Microscopy) o estudios espectroscopicos de
resonancia magnética nuclear (RMN). Los tamafios y las distribuciones de tamafios de las particulas dispersas
pueden examinarse por dispersion luminica, particularmente con instrumentos de dispersion luminica por laser o
difracciéon luminica por laser.

Se forman en general formulaciones de fase de emulsién, micelar o no lamelar a partir de mezclas que contienen al
menos un grupo anfifilo con al menos un grupo de “cabeza” hidréfilo y al menos un grupo de “cola” hidréfobo. En la
mayoria de los lipidos de origen natural, estos grupos se unen mediante un enlace éster, consistiendo la “cola” en la
cadena de hidrocarburo del acido o los acidos grasos. Tipicamente, por lo tanto, las preparaciones que contienen
anfifilos de agentes activos contienen lipidos que contienen ésteres naturales, anfifilos sintéticos (es decir no
hallados en extractos naturales) o mezclas de los mismos.

Los presentes inventores han establecido ahora inesperadamente que el tiempo de vida de los péptidos catidnicos
tras administracion oral o inyeccién subcutanea o intramuscular, puede aumentarse considerablemente por
formulacién de los péptidos catidnicos en una formulacion no lamelar en la que la formulacién comprende un anfifilo
anionico, particularmente un acido graso.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona una composicion que comprende al menos un

agente activo peptidico catidénico que tiene un punto isoeléctrico por encima de 7,0, al menos un anfifilo formador de
estructura neutro, al menos un anfifilo formador de estructura aniénico, y opcionalmente al menos un disolvente, en
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el que los grupos no polares de los anfifilos formadores de estructura se seleccionan de grupos alquilo y alquenilo
Cs-Cs2 caracterizados porque dicha composicion comprende una estructura de fase no lamelar y/o forma una fase
cristalina liquida normal o inversa o la estructura de fase L3 tras exposicién a fluidos corporales, en el que dicho
anfifilo formador de estructura aniénico comprende al menos un acido graso, y en el que dicho anfifilo formador de
estructura anionico esta presente en una cantidad de 0,5 a 50 % en peso en relacion con el peso del anfifilo neutro.
Preferentemente, la composiciéon sera adecuada para su administraciéon a un cuerpo de mamifero tal como un
cuerpo humano, canino, felino, bovino, equino, porcino, caprino u ovino, mas preferentemente un cuerpo humano.

La presente invencion da como resultado una biodisponibilidad oral considerablemente mayor en sujetos mamiferos
de lo que se ha podido conseguir previamente. En particular, esto puede verse como una mayor proporcion de la
dosis administrada que es detectable en el torrente sanguineo, en relacién con la cantidad que estaria presente si se
administrara la misma dosis directamente (por ejemplo, por via intravenosa en solucion salina).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona por lo tanto una composicion que comprende al menos un agente
activo peptidico catidnico que tiene un punto isoeléctrico de mas de 7,0, al menos un anfifilo formador de estructura
neutro, al menos un anfifilo formador de estructura aniénico y opcionalmente al menos un disolvente, en el que los
grupos no polares de los anfifilos formadores de estructura se seleccionan de grupos alquilo y alquenilo Ce-Cs;
caracterizados porque dicha composicion comprende una estructura de fase no lamelar y/o forma una fase cristalina
liquida normal o inversa o la estructura de fase L3 tras exposicién a fluidos corporales, en el que dicho anfifilo
formador de estructura aniénico comprende al menos un acido graso, en el que dicho anfifilo formador de estructura
anionico esta presente en una cantidad de 0,5 a 50 % en peso en relacion con el peso del anfifilo neutro, y en el que
la biodisponibilidad oral de dicho agente activo es al menos 1 % cuando se mide como concentracion en plasma
sanguineo de agente activo en relacion con administracion intravenosa en solucion salina.

En un aspecto adicional mas, la invencion proporciona de forma similar un método para suministro oral de al menos
1 % de un agente activo peptidico catiénico sensible a proteasa (por ejemplo sensible a carboxipeptidasa C),
comprendiendo dicho método la formacion de una composicion de dicho agente activo peptidico, al menos un anfifilo
formador de estructura neutro, al menos un anfifilo formador de estructura aniénico o sal del mismo, y opcionalmente
al menos un disolvente y administrar por via oral dicha composicion, en el que dicha composicion comprende fase
no lamelar (especialmente particulas de la misma) y/o forma fase no lamelar (especialmente particulas de la misma)
tras exposicion a fluidos corporales y en el que suministro oral se mide como concentracién en plasma sanguineo en
relacion con administracion intravenosa.

En métodos y composiciones que tienen biodisponibilidad oral potenciada, al menos el 1 % de la concentracion de
agente activo peptidico esta presente en el torrente sanguineo, en relacion con la cantidad medible cuando se
administra por via intravenosa, especialmente en solucién salina. Es preferible que esta disponibilidad sea al menos
del 1,5 %, mas preferentemente al menos del 2 % y mas preferentemente al menos del 3 %. También es posible una
biodisponibilidad peptidica muy alta (por ejemplo del 5 % o mas) con las presentes composiciones.

En un aspecto adicional, la invencién también proporciona el uso de una composicién que comprende un agente
activo peptidico catidnico sensible a proteasa (por ejemplo sensible a carboxipeptidasa C) que tiene un punto
isoeléctrico de mas de 7,0, al menos un anfifilo formador de estructura neutro, al menos un anfifilo formador de
estructura anionico y opcionalmente al menos un disolvente, en el que los grupos no polares de los anfifilos
formadores de estructura se seleccionan de grupos alquilo y alquenilo Ce-Cs, caracterizados porque dicha
composicion comprende una estructura de fase no lamelar y/o forma una fase cristalina liquida normal o inversa o la
estructura de fase L3 tras exposicion a fluidos corporales, en el que dicho anfifilo formador de estructura aniénico
comprende al menos un acido graso, y en el que dicho anfifilo formador de estructura anionico esta presente en una
cantidad de 0,5 al 50 % en peso en relacion con el peso del anfifilo neutro.

En un aspecto adicional mas, la invencién también proporciona un método para la formacién de una composicion de
la invencion que comprende formar particulas de fase no lamelar y/o particulas que generen fase no lamelar tras
exposicion a fluidos corporales, comprendiendo dichas particulas al menos un anfifilo formador de estructura neutro,
al menos un anfifilo formador de estructura aniénico o sal del mismo y opcionalmente al menos un disolvente, y
posteriormente poner en contacto dichas particulas con una solucion de agente activo peptidico catiénico. El método
también puede comprender la etapa de secar la dispersion resultante que contiene péptido, por ejemplo, por
liofilizacién o secado por pulverizacion.

Sin quedar ligado a la teoria, se cree que la biodisponibilidad aumentada de los péptidos catidnicos administrados
como composiciones de la presente invencion se debe al menos en parte a la degradacion enzimatica reducida. En
particular, los inventores han mostrado que no solamente las formulaciones en particulas no lamelares proporcionan
proteccion significativa para péptidos contra enzimas proteoliticas, sino que ademas dichas formulaciones no
lamelares que comprenden anfifilos aniénicos, y particularmente acidos grasos, son significativamente mas eficaces
en dicha protecciéon que otras formulaciones.

Se ha mostrado que la accién de enzimas proteoliticas, tales como tripsina, en la degradacion de péptidos
catiénicos, se reduce significativamente con formulaciones que comprenden acidos grasos de acuerdo con la
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presente invencion. Esta reduccion en la degradacion enzimatica da como resultado una mayor proporcion del
agente activo peptidico que alcanza su sitio de absorciéon y cruza al torrente sanguineo. Se ha confirmado en
animales que el nivel de péptido absorbido de acuerdo con la presente invencion es notablemente mayor que en
ausencia de estos efectos protectores (véanse los ejemplos posteriores).

En la presente invencion, los agentes activos peptidicos son proteinas o péptidos catidnicos que tienen un punto
isoeléctrico por encima de pH 7,0, y pueden variar de oligémeros pequefios (tales como di-, tri- o tetrapéptidos) a
proteinas grandes con un peso molecular de muchos miles de Dalton. Todos ellos se denominan en el presente
documento “péptidos” independientemente de su estructura secundaria o terciaria. Sin embargo, los péptidos
indicados en el presente documento, no seran en general lipoproteinas a no ser que se indique especificamente. De
forma similar, los términos “proteasa” y “peptidasa” se utilizan en el presente documento como equivalentes a no ser
que se indique de otro modo.

Los péptidos pueden estar exclusivamente constituidos por los 20 a aminoacidos habituales del “cédigo genético” (y
opcionalmente por sus estereoisdémeros) o pueden contener al menos otra unidad de aminoacido de origen natural o
de origen no natural, tal como 3, y o & aminoacidos o los equivalentes sustituidos de cualquiera de estos, asi como
alfa aminoacidos no hallados habitualmente en proteinas naturales. Los sustituyentes habituales incluyen
sustituyentes de hidrocarbilo (por ejemplo, grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo o alcarilo), sustituyentes
heterociclicos (por ejemplo sustituyentes mono o policiclicos que contienen nitrégeno, oxigeno o azufre),
sustituyentes basados en nitrégeno (por ejemplo sustituyentes de amino, alquilamino, nitro, urea o azo),
sustituyentes basados en azufre (por ejemplo sustituyentes de tio, tioalquilo o sulfonilo), sustituyentes basados en
halégeno (por ejemplo fluor, cloro, bromo o yodo, clorato, yodato, etc.), sustituyentes basados en oxigeno (tales
como sustituyentes de ceto, carboxi, éster, hidroxi o aldehido, perdxido, éter) y combinaciones de los mismos.
Obviamente, ciertos sustituyentes naturales y no naturales son capaces de formar puentes/reticulaciones y
frecuentemente pueden estar presentes enlaces disulfuro, éster, amida u otros. Dichas reticulaciones reduciran la
libertad conformacional de los péptidos y frecuentemente proporcionaran un efecto biolégico mas pronunciado. El
octredtido es un ejemplo de un péptido que tiene una reticulacion Cys-Cys y dos aminoacidos presentes como sus
estereoisdmeros no habituales en la estructura:

D»Phe-(ﬁygm?%&gw@@rg&}f@@kf@gg@%ﬁmi}i
i

f o)
k. ok

La formulacién de los diversos componentes en la presente invencion puede llevarse a cabo por métodos conocidos
utilizando los componentes anfifilicos indicados y agentes activos peptidicos. Los métodos adecuados incluyen los
indicados en los presentes Ejemplos y en los documentos US 5.531.925, WO 02/02716, WO 02/068561, WO
02/066014 y WO 02/068562.

Los métodos de dispersion incluyen afadir anfifilos formadores de fase cristalina liquida (con o sin agentes de
fragmentacion) en forma seca, fundida o en solucion, a una solucién acuosa (que incluye opcionalmente agentes de
fragmentacion y que incluye opcionalmente un lipido, tal como fosfatidilcolina-PC) y que permiten la fragmentacion
natural de la mezcla o que aceleran el proceso, por ejemplo, con agitacion mecanica, agitacion vorticial, mezcla con
rotoestator, homogeneizacion a alta presion, microfluidificacion y/o ultrasonidos.

El comportamiento de fase y la distribucién de tamario de las formulaciones en particulas de la invencion también
pueden controlarse mediante uno o mas (preferentemente uno) ciclos de calentamiento y enfriamiento. Dichos ciclos
pueden utilizarse para convertir particulas lamelares en forma no lamelar, y para reducir la proliferacion de tamafios
de particulas. Cuando se usa este método, las composiciones deberian formularse, preferentemente, de modo que
el estado termodinamicamente estable sea no lamelar. Cuando se utilizan ciclos de calor, el agente activo peptidico
puede incorporarse en las particulas antes y/o después de los ciclos de calor. Cuando se usa mas de un ciclo de
calor, el agente activo también puede, como alternativa, incorporarse entre ciclos. Dado que los agentes activos
peptidicos son con frecuencia sensibles al calor, el agente activo se incorpora preferentemente solo después de
completarse cualquier ciclo de calor. Una excepcidon notable a esto es el octreétido, que es relativamente
termoestable.

Un ciclo de calor lleva la composicion, con o sin el agente activo presente, hasta una temperatura suficiente para
proporcionar la conversién de al menos una parte de las particulas a una fase no lamelar tras enfriamiento a
temperatura ambiente. Esto implicara tipicamente calentamiento hasta aproximadamente 90-150 °C durante 1-30
min seguido de enfriamiento a temperatura ambiente. Mas tipicamente un ciclo de calor implicara calentar a 100-
120 °C durante 2-20 minutos antes de enfriar. Las condiciones mas adecuadas variaran en detalle entre las
composiciones pero un experto habitual las establecera faciimente.

En el proceso de ciclos de calor, el tamafio de particula medio tipicamente aumenta pero la distribucién de tamarios

de particula se reduce.
Cuando el agente activo peptidico es suficientemente termoestable, pueden utilizarse uno o mas ciclos de calor para
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ayudar a cargar el agente activo en particulas de la composicion de la invencién. En particular, el nivel estable de
agente activo que puede cargarse por medio de ciclos de calor, es con frecuencia varias veces el nivel de equilibrio
cuando los componentes se incuban a temperatura ambiente. Como resultado, el método de sintesis de la invencién
comprende preferentemente una etapa de carga de ciclos de calor en la que el agente activo es estable en estas
condiciones.

La presencia de particulas en forma no lamelar se evaluara preferentemente a partir de un conjunto de imagenes de
particulas por microscopia electrénica de criotransmision, mostrando preferentemente una muestra de mas de 30,
preferentemente de mas de 50 y mas preferentemente de mas de 100 particulas. La presencia de particulas no
lamelares también puede evaluarse por experimentos de dispersion de rayos X.

El término “cationico” se usa para indicar que los agentes activos peptidicos portan una carga positiva neta al pH de
la composicion y/o a pH fisiologico. En general, cuando los 20 aminoacidos habitualmente hallados en péptidos y
proteinas naturales dominan, un péptido catiénico tendra un mayor nimero de aminoacidos basicos tales como
lisina o arginina que restos acidos tales como acido glutamico o acido aspartico.

Para permitir el uso de péptidos que no tienen un exceso de grupos funcionales basicos en la presente invencion,
estos péptidos pueden hacerse sintéticamente “catiénicos”, por ejemplo, protegiendo cadenas laterales funcionales
acidas de modo que estas no puedan ionizarse. Por este método, el equilibrio de cargas puede alterarse para
proporcionar profarmacos peptidicos con una carga positiva neta.

Cuando se protege un grupo con carga negativa potencial, tal como un acido carboxilico, el grupo protector no
deberia afectar a la actividad biolégica o deberia ser preferentemente escindible en el sitio diana y deberia liberar
una molécula con propiedades fisioldgicas aceptables. Pueden utilizarse grupos tanto éster como amida para
prevenir la ionizacion de restos de acido carboxilico, por ejemplo, y ambos son escindibles quimica o
enzimaticamente dentro del cuerpo. Seria preferible también, por ejemplo, proteger un grupo acido como el etil o
isopropil éster, para generar etanol o isopropanol biolégicamente tolerable tras la desproteccion, en lugar de utilizar
un metil éster que generaria metanol indeseable.

De una manera similar a la anterior, puede afiadirse carga positiva adicional a un péptido que no tenga suficiente
naturaleza catidnica proporcionando una amina adicional, u otros grupos que tengan una carga positiva a un pH
apropiado. Una serina u otro resto que contuviera hidroxilo podria, por ejemplo, esterificarse en el grupo carboxilo de
un aminoacido (especialmente un aminoacido natural tal como glicina o alanina) de modo que el grupo amino
proporcione un resto basico adicional. Puede llevarse a cabo una reaccién similar con un grupo tiol libre de una
cistina, que podria unirse por medio de un enlace disulfuro a un amino tiol. Como con la proteccion de grupos
acidos, la “activacion” de grupos neutros de esta manera preferentemente sera por medio de enlaces que puedan
escindirse (por ejemplo enzimaticamente) en el sitio diana para liberar moléculas que sean biolégicamente tolerables
(tales como glicina o alanina en el ejemplo anterior). En la técnica se conocen bien métodos para formar muchas
sustituciones adecuadas. Las referencias en el presente documento a agentes activos peptidicos también se refieren
a sus “profarmacos” tales como los descritos anteriormente, a no ser que se indique de otro modo.

El agente activo peptidico catidnico tendra tipicamente actividad farmacéutica o veterinaria (tal como un agente
terapéutico, una vacuna, un agente profilactico o un agente de diagndstico) pero también podra ser un agente
dietético o cosmético o un estimulante general o agente de refuerzo inmunitario. Puede incorporarse mas de un
agente activo peptidico catidnico si es apropiado y pueden incorporarse agentes activos adicionales, incluyendo
péptidos y no péptidos, en las formulaciones segun sea apropiado. Puede estar presente cualquier agente activo
adicional para reforzar la actividad del agente activo peptidico catiénico o puede proporcionarse, por ejemplo, para
aumentar adicionalmente la captacion del péptido catiénico o para suprimir uno o mas efectos indeseables del
agente activo peptidico catidnico. En una realizacion preferida de la invencion, el agente activo peptidico cationico se
formula de acuerdo con la invencién en presencia de al menos un inhibidor de proteasa. Por formulaciéon con un
inhibidor de proteasa, el efecto protector de la invencion se intensifica adicionalmente y se suministra una proporcion
aun mayor del agente activo peptidico. Los inhibidores de proteasa adecuados incluyen inhibidores de pepsina,
inhibidores de tripsina e inhibidores de quimotripsina, tales como Trasylol® (aprotinina), amastatina, inhibidor de
tripsina pancreatica bovina leupeptina, ecotina, inhibidor de pepsina de Streptomyces, pepstatina, inhibidor de
quimotripsina de acido acético | etc.

En general, el activo peptidico catiénico indicado en la presente invencion sera “sensible a enzimas” o “sensible a
peptidasa”. Como se usa en el presente documento, esto indica que al menos uno de los enlaces peptidicos que
forman el péptido es susceptible a escisién por enzimas proteoliticas. La sensibilidad a dichas enzimas puede
medirse por métodos in vitro convencionales con los que estaran familiarizados los expertos en la materia. Dichos
métodos son similares a los indicados en los ejemplos posteriores para el ensayo in vitro del efecto estabilizador de
la presente invencion. Tipicamente, los péptidos de la presente invencion seran sensibles a al menos una peptidasa
y/o proteasa que aparezca en el tracto gastrointestinal de mamifero tal como tripsina, carboxipeptidasa C,
quimotripsina o pepsina. Preferentemente, los agentes activos peptidicos catidonicos son sensibles a
carboxipeptidasa C.
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Como se usa en el presente documento, la expresién “no lamelar’ se usa para indicar una fase cristalina liquida
normal o inversa (tal como una fase cubica o hexagonal) o la fase Lz o cualquier combinacién de las mismas.
Cuando se describe que una particula tiene una fase o forma no lamelar, esto indica que anfifilos en al menos la
region interna de la particula deberian adoptar esta forma. Las particulas generalmente tendran dos regiones
distintas, una region interna y una region de superficie circundante. La region de superficie, incluso en una particula
“no lamelar” sera tipicamente lamelar, L3 o cristalina. Por el contrario, una particula “lamelar”, como se describe en el
presente documento, es una particula que tiene una regién nucleo de disolvente, en lugar de no lamelar. Las formas
no lamelares preferidas son fases cristalinas liquidas inversas tales como fases cubicas o hexagonales. Una fase
cristalina liquida altamente preferida es la fase hexagonal inversa.

Una composicion se considera “no lamelar” si existe una fraccion molecular de al menos 30 % del anfifilo formador
de estructura como particulas de fase no lamelar. De forma similar, una composiciéon forma particulas de fase no
lamelar si al menos 30 % del anfifilo esta en forma de dichas fases después de exposicion a un fluido acuoso. Esto
sera en general al menos 50 % en ambos casos y preferentemente al menos 70 % del componente anfifilo deberia
estar en una forma no lamelar, bien en la composicion como se formula o después de exposicion a un fluido
corporal. Mas preferentemente, este es al menos 80 %, mas preferentemente 90 % o mas.

Las composiciones que forman fases no lamelares tras exposicion a fluidos corporales (precursores de
composiciones) generalmente contendran componentes anfifilicos, peptidicos activos y opcionalmente de
fragmentacion en proporciones relativamente similares a las propias dispersiones no lamelares pero tipicamente
tendran una proporcién menor del disolvente opcional. Este disolvente es generalmente acuoso o miscible con agua
y los precursores de composicion pueden formarse secando composiciones no lamelares, por ejemplo por secado
por pulverizacion o liofilizacion. Los precursores también pueden contener componentes tales como azucares (por
ejemplo lactosa) para ayudar a estabilizar y proteger las composiciones tras el secado y/o para ayudar a la
rehidratacion. Los disolventes miscibles en agua son tipicamente biolégicamente aceptables e incluyen alcoholes
(especialmente etanol e isopropanol), glicerol, etileno/propilenglicol (especialmente oligo-etileno y/o propilenglicol) y
monoglicéridos de cadena corta (por ejemplo hasta Cs, especialmente propilo, butilo, pentilo o hexilo de cadena
lineal con una o mas insaturaciones.

Las dispersiones que contienen principios activos y particularmente las que son para administracion intravenosa al
cuerpo humano o animal son convenientemente coloidales, es decir deberian ser de un tamafo de particula no
mayor de 10 ®m, especialmente no mayor que 5 ®m y particularmente no mayor de 1 ®m. Si las particulas dentro
de la dispersion superan este tamarfio entonces la dispersion puede no ser coloidalmente estable y hay un riesgo
considerable de provocar embolia cuando las preparaciones se administran por via intravenosa. Ademas, es
deseable que la distribucién de tamafos de particulas sea estrecha para maximizar el control sobre la liberaciéon de
cualquier agente activo.

En el presente caso, con frecuencia, las composiciones se administraran mediante un método que no sea la via
intravenosa (especialmente por via oral, intramuscular o subcutanea) y por lo tanto no es necesario que el tamafio
de la particula sea coloidal. En dichos casos, los tamarfios de particulas tipicos varian de aproximadamente 10 ®m a
aproximadamente 200 ®m. Sin embargo, sigue siendo ventajoso que las composiciones en particulas proporcionen
distribuciones de tamafios de particulas bien caracterizados y reproducibles para controlar la velocidad de
descomposicion de las particulas y/o liberacion de los agentes activos.

En una realizacion de la invencion, mediante la administracion de la composiciéon de la invencién se forma un
“dep6sito” in vivo. El depdsito comprendera una estructura de fase no lamelar, generalmente formada al menos en
parte después de la administracion (por ejemplo por disipacion de un disolvente miscible en agua y/o absorcion de
agua). Las descomposiciones de depdsito pueden formar particulas de fase no lamelar como se ha considerado
anteriormente, pero pueden formar, y preferentemente formaran, una fase no lamelar a granel. Puede considerarse
que esta es una estructura que comprende “particulas” continuas o semicontinuas de fase no lamelar de al menos
0,5 mm en su mayor dimension, preferentemente de al menos 1 mm y mas preferentemente de 5 mm o mas. Estas
fases a granel pueden liberar el agente activo gradualmente, bien directamente en solucién (por ejemplo por medio
de degradacion en los extremos de la fase a granel) o por medio de liberacion de particulas mas pequefias de fase
no lamelar a medida que degradan y estas particulas actian después para liberar el volumen del agente activo.

El “anfifilo formador de estructura” como se indica en el presente documento incluye cualquier agente que sea capaz
de formar una fase estructurada en presencia de disolvente acuoso, opcionalmente en presencia de otros agentes
tales como otros anfifilos y/o agentes de fragmentacion. Los anfifilos tendran al menos un grupo polar, hidréfilo y al
menos un grupo no polar, hidréfobo seleccionado de grupos alquilo o alquenilo Cs-Csso.

Se conocen bien ejemplos de grupos polares (véase, por ejemplo, la solicitud de patente publicada de Estados
Unidos numero 20020153509) e incluyen grupos anionicos tales como carboxilatos, fosfonatos, sulfatos y sulfonatos,
grupos no ionicos tales como alcoholes, polioles (por ejemplo azucares, glicerol, etc.) y ésteres, grupos catiénicos
tales como compuestos de amonio cuaternario, sales de piridinio y sales de fosfonio cuaternario y grupos
zwitteridnicos tales como grupos de cabeza de fosfolipidos (por ejemplo, fosfatidilcolina, etc.), acetatos de amonio,
alcanosulfonatos de amonio y ésteres de trialquilaminoalquilfosfato. EI componente anfifilo neutro no tendra carga
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neta al pH de la composiciéon y/o pH fisioldgico mientras que el componente lipidico aniénico portara una carga
negativa neta en dichas condiciones. Preferentemente, el componente anfifilo neutro sera no i6nico. Ademas, el
lipido aniénico preferentemente incluira al menos un grupo acido, o sal del mismo, particularmente un grupo de acido
carboxilico. No se prefieren componentes anfifilos catidnicos y cuando estén presentes habra una mayor cantidad de
anfifilos aniénicos que de anfifilos catiénicos.

Los grupos no polares se seleccionan de grupos alquilo y alquenilo Cs-Caz, que estan presentes tipicamente como
los ésteres de acidos carboxilicos de cadena larga. Estos se describen con frecuencia por referencia al nimero de
atomos de carbono y al nUmero de insaturaciones en la cadena de carbono. Por lo tanto, CX:Z indica una cadena de
hidrocarburo que tiene X atomos de carbono y Z insaturaciones. Los ejemplos incluyen particularmente grupos
caproilo (C6:0), capriloilo (C8:0), caprilo (C10:0), lauroilo (C12:0), miristoilo (C14:0), palmitoilo (C16:0), fitanoilo
(C16:0), palmitoleoilo (C16:1), estearoilo (C18:0), oleoilo (C18:1), elaidoilo (C18:1), linoleilo (C18:2), linolenoilo
(C18:3), araquidonoilo (C20:4), behenoilo (C22:0) y lignoceroilo (C24:9). Un anfifilo tipicamente tendra uno o dos
grupos de “cola” no polares (lipidos de aminoacilo y diacilo respectivamente) pero pueden tener tres, cuatro o mas
grupos hidréfobos.

Los ejemplos de anfifilos adecuados para su uso en la presente invencién incluyen lipidos naturales, lipidos
sintéticos, tensioactivos, copolimeros, proteinas (en particular caseinas y albumina), hidrétropos, alcoholes y otros
aditivos que pueden formar o facilitar la formacion de fases estructuradas. Son agentes preferidos los glicéridos (por
ejemplo, monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos), los di y poliglicerolésteres de glicéridos (por ejemplo diglicerol
monooleato, diglicerol monocaprato), la grasas y los aceites naturales (por ejemplo aceite de soja, aceite de coco,
aceite de maiz, aceite de ricino, aceite de girasol), los aceites fraccionados (por ejemplo aceite de coco fraccionado,
Miglyol7 (Condea)), los aceites transesterificados (por ejemplo Maizine7), los productos de transesferificacion de
aceites y el PEG (por ejemplo aceite de ricino etoxilado (por ejemplo Cremophor® EL (BASF)), aceite de ricino
hidrogenado etoxilado (por ejemplo, Cremophor® RH-40 (BASF)), aceite de maiz etoxilado (por ejemplo, Labrafil® M
2125 CS (Gattefosse)), monoglicéridos acetilados, acidos grasos (por ejemplo, acidos grasos saturados e
insaturados C6-C26), alcoholes grasos (por ejemplo, fitantriol (3,7,11,15-tetrametil-1,2,3-hexadecantriol)), lipidos de
éteres (por ejemplo monooleilgliceriléter), fosfolipidos naturales y sintéticos (por ejemplo, lecitina de huevo, lecitina
de soja, lecitina hidroxilada, fosfatidilcolina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil serina, fosfatidil glicerol, acido
fosfatidico), lisofosfolipidos (por ejemplo, lisolecitina, lisofosfatidilcolina, liso-oleilfosfatidilcolina), compuestos
analogos de fosfolipidos (por ejemplo los desvelados en el documento US 6344576), esteroles y derivados de
esterol (por ejemplo, colesterol, sitosterol, lanesterol y sus ésteres, especialmente con PEG o acidos grasos),
galactolipidos (por ejemplo, digalactosil diacilglicerol, monogalactosil diacilglicerol), esfingolipidos (por ejemplo,
esfingomielina), tensioactivos no idnicos, en particular tensioactivos etoxilados, tales como, mono y diésteres de
acidos grasos-PEG (por ejemplo de las series Crodet® (Croda), Cithrol® (Croda), Nikkol® (Nikko), Myri® (ICl),
Solutol® HS 15 (BASF), ésteres de acidos grasos de glicerol PEG (por ejemplo Tagat® L y O (Goldschmidt), serie
Glycerox® L (Croda), Capmul® EMG (Abitec)), productos de transesterificacion de aceites y PEG (por ejemplo, de
las series Labrafil© (Gattefossé), Cremophor® (BASF) Crovol® (Croda) y Nikkol® HCO (Nikko)), ésteres de acidos
grasos de sorbitan-PEG (por ejemplo Tween® 20, Tween® 80 y otros polisorbatos de la serie Tween® (ICl)), alquil
ésteres de PEG (por ejemplo de las series Brij® (ICl) y Volpo® (Croda)), tensioactivos de alquil fenol de PEG (por
ejemplo de las series Triton X y N (Rohm & Haas); acidos grasos poliglicerados (por ejemplo, Nikkol® Decaglyn
(Nikko), Plurol® Oleique (Gattefossé)), ésteres de acidos grasos de propilenglicol), ésteres de acidos grasos de
propilenglicol (por ejemplo Capryol® 90 (Gattefossé), Lutrol® OP2000 (BASF), Captex® (Abitec)), ésteres de acidos
grasos de glicerol/propilenglicol (por ejemplo Arlacel® 186 (ICl)), ésteres de acidos grasos de sorbitano (por ejemplo
de las series Span® (ICl) y Crill® (Croda)), ésteres de azucar (por ejemplo de las series SUCRO ESTER®
(Gattefossé) y Crodesta® (Croda)), copolimeros en bloque de polioxietileno-polioxipropileno (denominados
poloxameros, por ejemplo, de las series Pluronic® (BASF), Synperonic® (ICl) y Lutrol® (BASF)), copolimeros de
oxido de etileno y 6xido de butileno; tensioactivos anidnicos incluyendo sales de acidos grasos, sales biliares (por
ejemplo colato sdédico, glicocolato sédico, taurocolato sédico), carboxilatos tales como carboxilatos de éter,
monoglicéridos succinilados, ésteres de acido tartarico mono/diacetilados de mono y diglicéridos, ésteres de acido
citrico de mono vy diglicéridos, gliceril lacto ésteres de acidos grasos, acil lactilatos, sales de alginato, alginato de
propilenglicol; tensioactivos cationicos incluyendo aminas etoxiladas (por ejemplo amina de coco polioxietileno-15),
betainas (por ejemplo, N-lauril-N,N-dimetil glicina), sales de alquilpiridinio, sales de amonio cuaternario tales como
bromuro de hexadecil triamonio, bromuro de decil trimetilamonio, bromuro de cetiltrimetilamonio; tensioactivos
zwitteridnicos incluyendo trimetilamonioetil alquil fosfonatos (por ejemplo, los ejemplos desvelados en el documento
US 6344576); y todas las mezclas de los mismos.

Los agentes formadores de estructuras neutros mas preferidos son gliceril monooleato, gliceril monolinoleato, gliceril
dioleato (GDO), dioleil fosfatidil etanolamina (DOPE), dioleilfosfatidilcolina (DOPC) y fitantriol o lisofosfolipidos,
especialmente liso-oleilfosfatidilcolina (LOPC). Cualquier mezcla de estos, particularmente incluyendo GDO/DOPC o
GDO:lecitina de huevo (por ejemplo 70:30 p/p de una de ellas) también es adecuada. Se prefieren lipidos de origen
natural o de fuentes naturales o sintéticas debido a su perfil de toxicidad en general menor y/o mas predecible. Son
muy adecuados los lipidos de ésteres de acidos grasos de origen natural incluyendo los fosfolipidos.

Con frecuencia el componente anfifilico contendra material en forma de productos naturales extraidos y purificados y
por lo tanto contendra una mezcla de compuestos relacionados. La fosfatidilcolina de soja, por ejemplo, es una
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mezcla de compuestos que tiene aproximadamente 60-75 % de grupos acilo C18:2, aproximadamente 12-16 % de
C16:0 y otros en equilibrio. De forma similar, la lecitina de huevo comercial tiene tipicamente aproximadamente 70-
75 % de fosfatidilcolina, aproximadamente 10 % de fosfatidil etanolamina y otros lipidos en equilibrio. Estos dos
productos son adecuados para su uso en la presente invencion. Diferentes preparaciones comerciales también
variaran ligeramente pero siguen siendo adecuadas.

Un ejemplo de un agente estructurador preferido para su uso en la presente invencion es el gliceril monooleato
(GMO) disponible en el comercio. Como se ha indicado anteriormente, este es principalmente un monoglicérido con
una cadena de acilo oleilo (C18:1) pero contiene ciertas cantidades de otros compuestos. Estos se incluyen en la
expresion “gliceril monooleato” o “GMO” como se usa en el presente documento. Las preparaciones comerciales de
GMO incluyen GMOrphic-80 y Myverol 18-99 (disponibles en Eastman Kodak), Rylo MG 19 y Dimodan DGMO
(disponibles en Danisco). Puede utilizarse cualquiera de estos anfifilos formadores de estructuras solos o en
combinacién con uno o mas agentes estructuradores anfifilicos distintos.

Un componente clave en la presente invencion es el componente lipidico aniénico ya que este proporciona niveles
inesperadamente altos de proteccion para el agente activo peptidico contra la degradacién enzimatica. Puede
utilizarse cualquier anfifilo anidnico o combinaciones de los mismos, incluyendo los indicados anteriormente, pero se
prefiere utilizar al menos un acido graso o un componente de sal de acido graso. Son acidos grasos preferidos los
correspondientes a las cadenas de acidos grasos de lipidos de ésteres naturales, incluyendo acidos caproico,
caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, fitanico, palmitélico, estearico, oleico, elaidico, linoleico, linolénico,
araquiddnico, behénico o lignocérico, sus sales o mezclas de los mismos. Las sales de acidos grasos seran sales
fisiolégicamente tolerables. Los anfifilos anidnicos mas preferidos son acidos grasos de origen natural insaturados y
sus sales, especialmente acido oleico o sales del mismo.

Las sales preferidas de cualquiera de los componentes aniénicos indicados en el presente documento,
particularmente los anfifilos anionicos, incluyen sales metalicas alcalinas y alcalinotérreas asi como sales de amonio
y alquilamonio. Los ejemplos preferidos de estas incluyen sales de sodio, potasio, litio, calcio o magnesio, sales de
amonio o sales de trietilamonio. Cuando en el presente documento se indica un componente aniénico o un acido,
esa indicacion se refiere también a sales fisiol6gicamente tolerables del mismo, a no ser que se indique de otro
modo especificamente.

El componente anidnico estara presente en una cantidad de 0,5-20 p/p en relacién con la cantidad combinada de
anfifilos formadores de estructura aniénicos y neutros. No siempre son deseables concentraciones muy altas de
anfifilos aniénicos, tales como acidos grasos, sin embargo, desde el punto de vista de otros criterios de rendimiento
importantes incluyendo biocompatibilidad, capacidad de dispersion, morfologia y estabilidad coloidal, asi como la
salud del sujeto. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el componente aniénico estara presente en una cantidad no
significativamente mayor de lo necesario para proporcionar el nivel deseado de proteccion enzimatica. En general el
componente anionico estara presente en una concentracion suficiente para aumentar la semivida del agente activo
peptidico (catidnico) en solucion de carboxipeptidasa C in vitro en al menos 50 % en relacion con la composicion
equivalente en ausencia del componente aniénico. Mas preferentemente, esta semivida aumentara en al menos
75 % 0 100 % y mas preferentemente, sera 2, 5, 3 0 4 veces el valor medido en ausencia de anfifilo aniénico.

La concentracién de anfifilo aniénico necesaria se podra determinar facilmente por experimentacion sencilla, pero la
proporcién de anfifilo anidnico con respecto a anfifilo neutro estara en el intervalo de concentracién de 0,5-20 % p/p
y mas preferentemente entre 1-10 % p/p. El intervalo mas preferido es entre 2 y 8 % p/p.

Preferentemente las dispersiones en particulas indicadas en el presente documento contendran al menos un agente
de fragmentacion. El agente de fragmentacion sirve para mejorar la capacidad de dispersion de la fase no lamelar,
forma una fase de estabilizacion alrededor de la particula no lamelar y/o estabiliza la dispersiéon. Los agentes de
fragmentacion adecuados seran agentes que ayuden a la dispersion de anfifilo en particulas (especialmente
particulas de fase no lamelar) o estabilizaran dichas particulas. Tipicamente un agente de fragmentacion sera un
tensioactivo tal como un copolimero en bloque anfifilico.

Los agentes de fragmentacion importantes incluyen lipidos naturales, lipidos sintéticos, tensioactivos, copolimeros,
proteinas (en particular caseinas y albumina), hidrotropos, alcoholes y otros aditivos que puedan facilitar la
fragmentacion espontaneamente o con la ayuda de fuerzas y presiones aplicadas de forma externa y contribuyen a
la estabilizacion. Esto incluye también nanoparticulas y combinaciones de polimero y nanoparticulas (véase, por
ejemplo, el documento WO 99/12640).

Son agentes de fragmentacion preferidos los copolimeros y estos pueden tener bloques que comprendan
polioxialquilenos, polivinilpirrolidona, polivinilacetato, alcohol polivinilico, poliésteres, poliamidas y/o polialquenos. El
copolimero en bloque comprendera al menos dos bloques de polimero que tienen diferentes grados de hidrofilicidad.
Ciertas proteinas (tales como caseina) también son de caracter anfifilico y pueden utilizarse como agentes de
fragmentacion. Cuando el agente activo peptidico catidénico sea una proteina anfifilica, esta puede actuar tanto como
agente activo y como agente de fragmentacion, o puede incluirse ademas de otro agente activo y/o agente de
fragmentacion.
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Son ejemplos preferidos de copolimeros en bloque anfifilicos, los poloxameros, que comprenden al menos un bloque
de polioxietileno y al menos un bloque de polioxipropileno. Los agentes de fragmentacién mas preferidos son
poloxamero 407 (por ejemplo Pluronic© (Lutrol) F127, BASF), poloxamero 188 (por ejemplo Pluronic® F68, BASF) y
polisorbato 80 (por ejemplo, Tween® 80, ICI).

Cuando se incluya para ayudar a la dispersion, el agente de fragmentacion estara presente a un nivel suficiente para
producir la fragmentacion de la composicion y/o estabilizar las particulas fragmentadas (que preferentemente
estaran en fase no lamelar). Dicha fragmentacion puede ser espontanea o puede requerir fragmentacion fisica tal
como por cizalladura y/o ultrasonidos. Para que la composicién sea fisicamente estable es preferible que esté
presente suficiente agente de fragmentacion. Tipicamente una fragmentacion proporcionara un efecto deseado a un
nivel de 1-30 % en peso, en relacion con el contenido de anfifilo total de la composicion. Esto sera mas tipicamente
5-15 % en peso y mas preferentemente 8-12 % en peso.

Son agentes activos adecuados para la presente invencion los péptidos catiénicos naturales y sintéticos que tengan
un punto isoeléctrico por encima de pH 7,0 e incluyen farmacos y vacunas de uso humano y veterinario, agentes de
diagndstico, agentes cosméticos, nutrientes, complementos dietéticos, etc. Estos pueden ser inherentemente
catiénicos o pueden hacerse catidnicos por proteccion sintética apropiada o activacion como se ha comentado
anteriormente. También pueden comprender aminoacidos no naturales como se ha indicado anteriormente.

Los ejemplos de farmacos adecuados incluyen agentes antibacterianos que incluyen antibidticos peptidicos
macrociclicos, agentes antifingicos, agentes antineoplasicos y/o antiviricos, antiinflamatorios, farmacos
cardiovasculares incluyendo agentes reductores de colesterol y reductores de la tension arterial, analgésicos,
antidepresivos, hormonas, vacunas y moduladores Oseos. Los agentes de diagndstico incluyen compuestos
marcados con radionuclidos y agentes de contraste incluyendo agentes potenciadores de rayos X tales como
compuestos yodados y compuestos emisores de radiacion gamma. Los nutrientes incluyen complementos dietéticos,
etc.

Los agentes activos preferidos incluyen farmacos peptidicos humanos y veterinarios seleccionados del grupo que
consiste en hormona adrenocorticotropica (ACTH) y sus fragmentos, angiotensina y sus péptidos relacionados,
anticuerpos y sus fragmentos, antigenos y sus fragmentos, péptidos natriuréticos auriculares, péptidos bioadhesivos,
bradiquininas y sus péptidos relacionados, calcitoninas y sus péptidos relacionados, fragmentos proteicos de
receptores de superficie celular, péptidos quimiotacticos, ciclosporinas, citocinas, dinorfinas y sus péptidos
relacionados, endorfinas y fragmentos de P-lidotropina, encefalina y sus proteinas relacionadas, inhibidores
enzimaticos, fragmentos de fibronectina y sus péptidos relacionados, péptidos gastrointestinales, péptidos
liberadores de hormona de crecimiento, péptidos inmunoestimuladores, interleucinas, hormonas liberadoras de
hormona luteinizante (LHRH) y sus péptidos relacionados, hormonas estimuladoras de melanocitos y sus péptidos
relacionados, péptidos relacionados con sefiales de localizacién nuclear, neurotensinas y sus péptidos relacionados,
péptidos neurotransmisores, péptidos opioides, oxitocinas, vasopresinas y sus péptidos relacionados (especialmente
desmopresina), hormona paratiroidea y sus fragmentos, proteina quinasas y sus péptidos relacionados,
somatostatinas y sus péptidos relacionados, sustancia P y sus péptidos relacionados, factores de crecimiento
transformante (TGF) y sus péptidos relacionados, fragmentos de factor de necrosis tumoral, toxinas y toxoides y
péptidos funcionales tales como péptidos antineoplasicos incluyendo angiostatinas, péptidos antihipertensivos,
péptidos anticoagulacion sanguinea, y péptidos antimicrobianos; seleccionados del grupo que consiste en proteinas
tales como inmunoglobulinas, angiogeninas, proteinas morfogénicas 6seas, quimiocinas, factores estimuladores de
colonias (CSF), citocinas, factores de crecimiento, interferones, interleucinas, leptinas, factores inhibidores de
leucemia, factores de células madre, factores de crecimiento transformante y factores de necrosis tumoral, todos
derivatizados segun sea necesario para hacerlos catiénicos.

Mas preferentemente, el agente activo peptidico catidnico sera inherentemente cationico, ya que tendra una carga
positiva neta al pH de la formulacién, sin ninguna modificaciéon quimica.

Algunos ejemplos de agentes activos peptidicos, junto con un perfil de algunas de sus propiedades y/o indicaciones
diana, se proporcionan posteriormente en la Tabla 2. La tabla también muestra el nimero de aminoacido y el punto
isoeléctrico de ciertos péptidos.

Los agentes activos peptidicos preferidos son catidnicos y esto puede medirse por el pH isoeléctrico del péptido, por
ejemplo, en su forma activa y/o cuando se modifica como un profarmaco (como se ha descrito anteriormente). A un
pH por debajo del valor isoeléctrico, un péptido puede considerarse cationico. Por lo tanto los péptidos tendran un
punto isoeléctrico de al menos 7,0 (por ejemplo, de al menos 7,5, preferentemente de al menos 7,8) y mas
preferentemente de alrededor de 8 o mas (por ejemplo de al menos 8,0, al de menos 8,5 o de al menos 9,0). La
calcitonina, por ejemplo, tiene su punto isoeléctrico a aproximadamente pH 8,9 y la vasopresina a aproximadamente
8,0. El punto isoeléctrico del octredtido es también de aproximadamente 8,0. Se proporcionan ejemplos de todos
estos péptidos en la Tabla 2. De forma correspondiente, los agentes activos peptidicos son preferentemente no
péptidos tales como lepuridina o insulina a, que tienen un valor isoeléctrico de aproximadamente 4.
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Tabla 2 - Agentes activos peptidicos y proteicos

1a HORMONAS y DERIVADOS DE HORMONAS Aminoacidos PH
Isoeléctrico

Somatostatina (y analogos) 28 9,58

Acromegalia y tumores carcinoides y de péptidos

intestinales vasoactivos

Calcitoninas (salmon) 32 8,86

Osteoporosis

Gonadorelina 10 8,75

Control de la ovulacién

Derivados: leuprolida; Goserelina; Triptorelina

Vasopresina 9 8,06

Diabetes insipida, varices esofagicas hemorragicas, etc.

Derivados: desmopresina, Felipresina

Folitropina-alfa 116 8,38

Infertilidad

Gonadotropina beta coriénica humana 145 8,65

Infertilidad

Tirotropina alfa 92 8,38

herramienta de diagndstico adyuvante para tiroglobulina

en suero

Secretina (por ejemplo, porcina) 27 9,45

evaluacion pancreatica

Bradiquinina 9

hormona tisular hipotensiva

1b ANTIVIRICO, ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO| Aminoacidos PH
Isoeléctrico

Interferén beta 166 8,93

Interferon gamma 166 9,54

en diferentes formas recombinantes, anti hepatitis C,

leucemia, esclerosis

Taquiplesina | 17 9,93

Antibacteriano, antivirico -

Tuftsina 4 11

inmunomodulador, antimicrobiano, antivirico,

antineoplasico

Magainina | 23 10
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Magainina Il 23 10

Inhibe el crecimiento de numerosas bacterias y hongos

Indolicidina (por ejemplo bovina) 13 12,01

Antibacteriano, antifingico, antineoplasico, antivirico,

antiparasitario

Protegrina (por ejemplo, porcina) 18 10,66

antibacteriano, antifingico, antivirico

Polifemusina | 18 10,33

Polifemusina Il 18 10,1

antibacteriano, antifingico, antivirico

Polimixina B

antibacteriano

Gramicidina S 10

antifngico

1c OTROS PEPTIDOS Y PROTEINAS Aminoacidos PH
Isoeléctrico

Molécula de Adhesion Intercelular 1 23 9,51

Alteplasa 527 7,61

Infarto de miocardio agudo e ictus isquémico agudo

Antagonista de receptor de interleucina 1 550 8,51

anti artritis reumatoide

Becaplermina 109 9,38

Ulceras de pie diabético

péptidos de tipo conotoxina alfa 16

analgésico (véase documento WO 02/079236)

Melitina 26 12,02

analgésico, antibacteriano

1d INTERLEUCINAS (IL) Aminoacidos PH
Isoeléctrico

IL-2 133 7,05

Factor de crecimiento de linfocitos T (TCGF)

(Aldesleukina).

IL-4 129 9,26

Factor estimulante de linfocitos B

IL-5 115 7,02

Factor de reemplazo de linfocitos T
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IL-7 152 8,72
IL-8 77 9,24
Activador de neutrdfilos
IL-9 126
Factor de crecimiento de linfocitos T P40
IL-10 160 7,63
Factor inhibidor de sintesis de citocinas
IL-11 178 11,16
Factor inhibidor de adipogénesis
IL-13 112 8,81
IL-17 132 8,62

Antigeno 8 asociado a linfocitos T citotoxicos

IL-19 153 7,8
Proteina de tipo proteina asociada a diferenciacion de

melanoma

IL-20 152 8,77

Citocina de cuatro hélices alfa ZCYTO10
IL-24 158 8,6
Proteina 7 asociada a diferenciaciéon de melanoma

IL-26 150 9,99

Los ejemplos preferidos, particularmente de esta lista, incluyen somatostatina (y analogos incluyendo octreotido),
Calcitonina (salmoén), Gonadorelina, Vasopresina, Folitropina alfa, Gonadotropina coriénica humana beta hCG-beta,
Insulina y analogos de Insulina, Tirotropina alfa, Secretina, Bradiquinina, Interferén beta, Interferon gamma,
Taquiplesina |, Tuftsina, Magainina |, Magainina Il, Indolicidina, Protegrina, Polifemusina I, Polifemusina Il, Polimixina
B, Gramicidina S, Molécula de Adhesion Intercelular 1, Alteplasa, Antagonista del receptor de Interleucina 1,
Becaplermina, péptidos de tipo conotoxina Alfa, Melitina, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13, IL-19, IL-
20, IL-24 e IL-26. Los agentes activos peptidicos catidnicos mas preferidos son los péptidos inherentemente
catidnicos calcitonina (humana o preferentemente de salmon), octredtido y otros analogos de somatostatina (tales
como los desvelados e indicados en Janecka et al. In Endocrine Regulations 35 75-79,2001) y desmopresina.

Las composiciones de la presente invencion pueden formularse como productos farmacéuticos por métodos bien
conocidos en la técnica. Estas formulaciones seran tipicamente formulacién oral tal como comprimidos, comprimidos
recubiertos (tales como comprimidos de liberacion controlada), capsulas, suspensiones, dispersiones, jarabes o
polvos, pero pueden ser formulaciones para inhalaciéon (tales como polvos o aerosoles) o para administracion
parenteral (por ejemplo subcutanea, intramuscular o intravenosa) en forma de, por ejemplo, dispersiones estériles en
solucién salina, o precursores de los mismos. Una realizacién particularmente interesante relacionada con la
administracion de “depésito” parenteral se describe en detalle posteriormente.

Las composiciones pueden formularse con vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticos convencionales, tales
como vehiculos acuosos (por ejemplo, agua para inyeccion), disolventes, aglutinantes, cargas, estabilizadores,
agentes de ajuste de la osmolalidad, agentes efervescentes, tampones y modificadores de pH, modificadores de la
viscosidad, edulcorantes, lubricantes, emulsionantes, saporiferos, agentes de recubrimiento (por ejemplo,
recubrimientos resistentes a jugos gastricos) etc. Las formulaciones que comprenden al menos un vehiculo y/o
diluyente farmacéuticamente aceptable forman por lo tanto un aspecto preferido adicional de la invencion.

La dosificacion de las composiciones de la invencion para administrar a un sujeto dependera del agente activo, de la

especie, del tamafio, la madurez, la salud y la condicion del sujeto y de la formulacion elegida. Las composiciones
también pueden suministrar una mayor proporcion del agente activo al sujeto que las formulaciones tradicionales y
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esto deberia tenerse en cuenta. Las dosificaciones adecuadas se estableceran facilmente para péptidos
terapéuticos conocidos por referencia a la biodisponibilidad cuando se formulan en las composiciones de la
invencion y la dosificacion y biodisponibilidad conocidas cuando se suministran por métodos establecidos.

Como alternativa, las composiciones pueden formularse como alimentos o bebidas funcionales, en cuya situacion
los vehiculos y excipientes comprenderan tipicamente productos alimentarios o de bebidas comestibles. Dichos
productos pueden ser alimentos procesados para consumo en caliente, tales como platos precocinados, pero seran
mas preferentemente alimentos frios incluyendo pastas para untar (por ejemplo margarina o pastas para untar bajas
en grasas), bebidas sin alcohol, cereales para el desayuno, barritas para el desayuno, panes, galletas, helados,
postres frios tales como yogures, mousses o trifle, leche o bebidas a base de leche.

Cuando los agentes activos peptidicos presentes en las composiciones de la invencion se formulan como alimentos
o bebidas funcionales, sera importante que la dosis maxima que pueda consumirse accidentalmente por
sobrealimentacion de dichos alimentos no sea excesiva.

En una realizaciéon alternativa de la invencion, las composiciones de la invencién comprenden o forman una
estructura de fase no lamelar a granel, en lugar de particulas de fase no lamelar. Esta es una realizacion
particularmente adecuada para la generacion de composiciones de “depdsito” que se degradan gradualmente
liberando in vivo el agente activo peptidico como resultado de esta degradacion o por difusion gradual (o ambas).
Dado que las composiciones de la invencion son muy eficaces para proteger a agentes activos peptidicos de la
degradacién in vivo, estas composiciones suponen composiciones y precursores de depdsito muy eficaces.
Generalmente, las composiciones de depésito se administran por via parenteral, especialmente por inyeccion
intramuscular o subcutanea y pueden dar como resultado la liberacion del péptido activo durante un periodo de dias
(por ejemplo de 1 a 14 dias), semanas (por ejemplo 2-8 semanas) o incluso varios meses (por ejemplo 1-3 meses).

En una realizacion de depdsito, es preferible en general que en el momento de la administracion las composiciones
no adopten una estructura de fase no lamelar. Esto es porque las fases no lamelares a granel (a diferencia de las
particulas) son con frecuencia viscosas vy dificiles o dolorosas de inyectar. Como resultado, en esta realizacion, las
composiciones contienen tipicamente de aproximadamente 0,5 a 50 % en peso de un disolvente organico que
contiene oxigeno, tal como un alcohol, una cetona, un sulféxido, un éster o un éter. La adicidn de dichos disolventes
permite la formacion de una preformulacion de baja viscosidad que posteriormente formara una composicion no
lamelar de la invencion tras su contacto con fluidos corporales. Obviamente dichas preformulaciones también son
composiciones de la invencion. En una realizacién preferida, las composiciones de la invencién comprenden por lo
tanto ademas del 0,5 al 50 %, preferentemente del 2 al 30 %, mas preferentemente del 5 al 20 % en peso de un
disolvente organico biotolerable que contiene oxigeno. En esta realizacion, es preferible que la composicién no esté
inicialmente en forma de una fase no lamelar, sino que forme dicha fase (como se describe en el presente
documento) tras el contacto con un fluido corporal después de la administracion.

Los disolventes tipicos adecuados para su uso en las composiciones incluyen al menos un disolvente seleccionado
de alcoholes, cetonas, ésteres (incluyendo lactonas), éteres y sulfoxidos. Los ejemplos de alcoholes adecuados
incluyen etanol, isopropanol y glicerol formal. Los ejemplos de cetonas incluyen acetona y n-metilpirrolidinona. Los
éteres adecuados incluyen el dietiléter, glicofurol y dimetilisobarbida. Los ésteres adecuados incluyen etil acetato e
isopropil acetato y el dimetil sulfuro es un disolvente de sulfuro adecuado.

Cuando la composicién es una composicion o preformulacion de depdsito, es preferible que el componente anfifilico
neutro comprenda un lipido de diacilo, especialmente un diacil glicerol, y un fosfolipido en proporciones de 5:95 a
95:5 en peso, preferentemente de 10:90 a 90:10 y mas preferentemente de 10:90 a 45:55 de lipido de diacilo:
fosfolipido.

Correspondientemente, en una realizacion adicional, la presente invencién proporciona un método para administrar
un péptido catiénico a un paciente que comprende la inyeccion de una composicion de la invencién que comprende
un disolvente organico (como se describe en el presente documento) que forma posteriormente una composicion de
“depdsito” no lamelar de la invencioén in vivo tras su contacto con un fluido corporal.

La invencion se ilustrara ahora adicionalmente por referencia a los siguientes ejemplos no limitantes y a las figuras
adjuntas, en las que:

La Figura 1 muestra la proporcion de agente activo peptidico calcitonina restante no degradado a lo largo del tiempo
con diferentes formulaciones lipidicas;

La Figura 2 muestra concentraciones de calcitonina de salmén (CTs) en plasma después de suministro oral en
formulaciones cristalinas liquidas cubicas de GMO/OA (95 %/5 %) o GMO (100 %); y

La Figura 3 muestra concentraciones en plasma de agente activo en ratas después de administracion subcutanea de
dos formulaciones de depdsito. Se usé como referencia un depdsito a base de aceite de sésamo.
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Ejemplos:

En los siguientes ejemplos se utilizan las siguientes abreviaturas:

E200 Epikuron 200 (lecitina de soja)

F127 Pluronic™F 127 (BASF)

GDO Glicerol Di Oleato

GMO Glicerol Mono Oleato

AL Acido Linoleico

DL Difraccién por Laser

AO Acido Oleico

PC Fosfatidil colina

Ret Pal Retinil palmitato

SAXS Dispersion de rayos X de Angulo Pequefio
CTs Calcitonina (Salmén)

MET Microscopia Electréonica de Transmision
Tri Gli Tri-Glicérido

Ejemplo 1 - Particulas de GMO/OA
1.1 - Preparacion de una dispersion a alta presion

Se formé una dispersion gruesa de particulas principalmente cubicas mezclando Rylo MG 19 GMO (Danisco, 4,70 g)
y acido oleico (Apoteket, 0,24 g) y afadiendo la mezcla en gotas a poloxamero 147 (BASF, 0,5g) en agua
desionizada (45,7 g) con agitacion vigorosa a temperatura ambiente. Se permitié que la dispersion gruesa resultante
se equilibrara durante aproximadamente 30 minutos antes de la homogeneizacion en un microfuidificador a alta
presion (35.000 kPa) durante 10 min (6 ciclos) a 40 °C.

El tamafio de particula se midi6 utilizando difraccion por laser (Coulter LS230) antes y después de la
homogeneizacion. La morfologia de particulas y comportamiento de fase del homogeneizado se analizé utilizando
dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS) y mediante criomicroscopia electronica de transmision (crio MET).

El homogeneizado fue una dispersion coloidal con tamafios de particula por debajo de 1 pm que consistia
principalmente en vesiculas con una proporcién de particulas de nucleo de fase cubica. Las particulas preparadas
por este método se expusieron en general a una etapa de tratamiento de calor antes de la carga.

1.2 - Preparacion de una dispersion a baja presion

El procedimiento del Ejemplo 1.1 se repitid, excepto que se llevd a cabo la etapa de homogeneizacion a baja presion
(17.400 kPa) durante un periodo mas corto (5 ciclos).

El método de baja presion produjo una mayor proporcion de particulas de nacleo de fase cubica y algunas vesiculas
con una distribuciéon de tamafo de particula bimodal. El homogenizado se expuso opcionalmente a un ciclo de
tratamiento con calor antes de la carga.

1.3 - Tratamiento con calor

Se llevo a cabo un ciclo opcional de tratamiento con calor de la dispersion no lamelar preparada en los Ejemplos 1.1
y 1.2 para convertir una mayor proporcion de las particulas a fase no lamelar. Las particulas del método del Ejemplo
1.1 se trataron habitualmente con un ciclo de tratamiento con calor.

Se esterilizé con autoclave (121 °C, 20 min) una muestra de la dispersion generada en el Ejemplo 1.1 01,2 (10 ml) y
se enfri6 a temperatura ambiente. Cuando se examiné por crio MET, practicamente todas las particulas en la
dispersion mostraban un caracter no lamelar. La distribucion de tamafio de particulas también se estrecha en cierta
medida en comparacioén con la dispersion antes del tratamiento con calor y el tamafio de particulas promedio
aumento ligeramente. Las particulas tratadas con calor mostraron estabilidad mejorada a almacenamiento.
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Ejemplo 2 - Dispersiones no lamelares y carga adicionales
2.1 - Composiciones de dispersiones no lamelares
Pueden prepararse dispersiones no lamelares de diversos componentes en agua por el método del Ejemplo 1.1 y

tratarse opcionalmente con el método de tratamiento con calor del Ejemplo 1.2. La dispersion resultante se analiza
con respecto al tamafio de particulas y comportamiento de fase.

n.°| Anfifilo(s) neutro(s)| % p' |anfifilo aniénico| % p'| Agente de fragmentacion|% p'[% de Agua’|Fase Dominante
1 GMO 94 OA 5 F127 1 91 Cubica
2 GMO 89 OA 20 F127 1 91 Hex’
3 GMO 49.5 OA 49.5 F127 1 91 Hex’ ™ +

L*

4 GMO 94 LA 5 F127 1 90 Cubica
5 E200: GDO 50:32 OA 5 F127 13 90 Hex’
6 GMO:RetPal 73:12 OA 5 F127 10 90 Hex’
7 GMO: Tri Gli 76:9 OA 5 F127 10 91 Hex’
8 E200: GDO 51:33 LA 4 F127 12 91 Hex’
9 GMO:RetPal 73:12 LA 5 F127 12 91 Hex’

Tabla 3

'% en peso de anfifilo y agente de fragmentacion
%0, en peso de agua en la dispersion final

®*Hex = fase hexagonal

“Fase micelar inversa

2.2 - Carga peptidica

A cada una de las dispersiones del Ejemplo 2.1 se afiade el péptido catiénico desmopresina a una concentracion
final de 1 mg/ml. Se permite que la dispersion se equilibre durante 60 minutos a temperatura ambiente.

2.3 Carga de inhibidor de peptidasa y péptido

A cada una de las dispersiones del Ejemplo 2.1 se afiade el péptido cationico calcitonina a una concentracion de
0,8 mg/ml y uno o mas inhibidores de peptidasa seleccionados de aprotinina (Trasylol®), amastatina y/o leupeptina a
una concentracion total de 0,4 mg/ml. Se permite que la dispersion repose durante 3 horas a temperatura ambiente.
Ejemplo 3 - Degradacion de péptidos por proteasa tripsina

3.1 Método de ensayo de proteasa y carga de péptidos

Se disolvi6 calcitonina de salmén (CTs) en dos viales con solucion salina 0,9 % y en un vial con la dispersion no
lamelar de ensayo en solucion salina, a una concentracion de 1 mg de CTs/ml. Los viales se colocaron en un bafio

de agua a 37 °C con agitacion.

A un vial con CTs en solucion salina se afiadié un inhibidor, aprotinina (Trasylol®) (10.000 KIE/ml, 125 pl/ml de
solucion salina).

Se tomaron muestras cero de los dos viales de solucidon salina y de la dispersion no lamelar.
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La proteasa Tripsina (500 pg/ml, 30 pl/ml de solucién salina) se afiadié a todos los viales.

Después de intervalos de tiempo fijos, las muestras se transfirieron a viales de HPLC y el inhibidor Trasylol® se
afnadi6 a las muestras de dispersion no lamelar y las muestras en solucion salina sin Trasylol®.

A una muestra de 100 pl se afadieron 230 yl de metanol y entre 40 y 115 pl de cloroformo (ajustandose los
volumenes dependiendo de la composicion lipidica y concentracion de la dispersion no lamelar) para formar un
sistema de una fase. Las muestras se mezclaron exhaustivamente y se permiti6 que reposaran durante cinco
minutos.

El sistema de una fase se dividio en dos fases afadiendo 230 pl de cloroformo y 700 pl de agua. Las muestras se
mezclaron y se centrifugaron durante 5 minutos a 13.000 rpm. Se transfirieron 200 yl de la fase de agua/metanol
superior a un vial de insercién de 300 pl.

Se realiz6 un analisis de la cantidad de péptido no degradado utilizando HPLC.
3.2 Ensayo de proteasa comparativo de GMO/OA/CTs

Se repiti6é el procedimiento de carga y ensayo anterior con muestras de dispersion no lamelar que contenian una
proporcion variante de acido oleico (AO) como un componente lipidico anidnico, preparado como se indica en el
Ejemplo 1.1 y 1,3 con NaCl afiadido a una concentracion final de 0,9 % después del tratamiento con calor. Los
controles y las dispersiones no lamelares se trataron con CTs y Trasylol® en las concentraciones proporcionadas
anteriormente en el Ejemplo 3.1.

La fase no lamelar fue una dispersion de particulas de fase cristalina liquida no lamelar GMO/OA (de
aproximadamente 1 pm) que contenia lipido 9 % con respecto a agua con relaciones de GMO/OA de 100/0, 95/5 y
50/50 y 1 % de estabilizador polimérico Pluronic™ F127 (BASF). Los controles fueron solucion salina sin Trasylol® y
solucién salina con Trasylol® como se ha indicado anteriormente.

Los resultados del analisis de HPLC se muestran en la Figura 1, que indica claramente que el aumento de la
concentracion de un anfifilo aniénico dio como resultado una velocidad de degradacion reducida del agente activo
peptidico CTs. Puede verse que la dispersion de GMO/OA 50/50 proporciona un mayor grado de proteccion que se
proporciona incluso por el inhibidor de peptidasa Trasylol®.

Ejemplo 4 - Estudio de biodisponibilidad animal
4.1 - Procedimiento general

El primer dia del experimento, las ratas se prepararon insertando un catéter de silicio (DE aprox. 1 mm) en la vena
yugular con anestesia de ketalar/xilazina. El catéter se introdujo bajo la piel y se exteriorizd entre las escapulas.
Después de la cirugia se permitio a las ratas 48 horas de recuperacion antes de la dosificacion. El catéter se aclaré
con NaCl 0,9 % que contenia EDTA 1 mM, cada mafiana durante el periodo de recuperacion.

Por la mafiana, después de aproximadamente 16 horas de ayuno (con acceso a agua), se dosifico a los animales y
se extrajo sangre. Se permitié a los animales acceso libre al agua después de la dosificacion, pero no tuvieron
acceso a alimento. Después de la ultima toma de muestras, todos los animales se sacrificaron.

Se prepararon dispersiones particulares no lamelares por el método de alta presion del Ejemplo 1.1 seguido de
tratamiento con calor como se expone en el Ejemplo 1.3 y carga de calcitonina.

4.2-Dosificacion

Se dosificé a las ratas por via intravenosa a través del catéter venoso o por sonda con un tubo de sonda con punta
de bola de plastico. Las ratas recibieron por via intravenosa una dosis de 1 mg de CTs por kg de peso corporal en
0,5 ml/kg de un tampon de acetato estéril y las ratas con sonda recibieron dispersiones en agua de dispersiones no
lamelares que contenian CTs a una dosis de 0,5 mg de CTs por kg de peso corporal. Las dispersiones no lamelares
y las concentraciones de CTs totales se variaron y el volumen de dosis oral total vario de 2,5 a 25 mg/kg de peso
corporal. La dosificacion oral se realizé con anestesia de isoflurano ligera.

4.3-Toma de muestras

Se extrajeron muestras sanguineas (0,5 ml) antes de la dosis (un dia antes de la dosificacion), 10 minutos, 30
minutos, 1 h, 3 h, 6 h y 24 h después de la dosificacion en tubos de ensayo tratados con EDTA que también
contenian 500 KIE de aprotinina (Trasylol®) por ml de muestra. Todas las muestras sanguineas se mezclaron
suavemente y se mantuvieron en hielo (maximo durante 10 minutos) antes de centrifugarse a 2.000 g durante 10
minutos a +4 °C. Después, el plasma se transfiri6 inmediatamente a nuevos tubos de ensayo y se puso en hielo
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seco. Las muestras se conservaron a -80 °C hasta su analisis.
4.4-Anélisis

El contenido de CTs en todas las muestras de plasma se midid con un kit de inmunoensayo ligado a enzima
disponible en el comercio.

Se utilizaron datos de concentracion de CTs de plasma para calcular el area bajo la curva (ABC) de 0 a 6 horas por
el método trapezoidal.

La biodisponibilidad absoluta corregida con respecto a dosis de CTs en las formulaciones no lamelares orales se
calculé como:

Disponibilidad (F) = (ABCqra)) X Dosisy)/(ABCyy x Dosiserar) x 100
4.5-Resultados

Se dosificé a las ratas con una solucién de CTs intravenosa, y por via oral con una dispersion no lamelar de CTs
GMO/OA (95 %/5 %) o GMO (100 %), de acuerdo con el método anteriormente descrito. Todas las dispersiones
fueron predominantemente fases dispersas cristalinas liquidas cubicas. Se analizaron los contenidos de CTs en
plasma y las concentraciones en plasma de CTs se representaron a lo largo del tiempo (Figura 2). La
biodisponibilidad absoluta (F) de la CTs administrada por via oral en la formulacion de GMO/OA fue de
aproximadamente 1 %, mientras que la CTs suministrada en la formulacién de GMO pura dio como resultado una
biodisponibilidad de aproximadamente 0,5 %. Por lo tanto, el GMO/AO (95 %/5 %) tiene un efecto potenciador de
aproximadamente el doble de la biodisponibilidad oral de CTs en comparacién con la formulacion de GMO no
lamelar (100 %).

Ejemplo 5
Composicion de deposito y estudio de fase in vitro

Se prepararon formulaciones inyectables que contenian fosfatidil colina (“PC” - epicure 200) y glicerol dioleato
(GDO) con y sin el lipido anidnico acido oleico (AO) y con EtOH como disolvente, para ilustrar que puede accederse
a composiciones de “depdsito” cristalinas liquidas.

Se pesaron cantidades apropiadas de PC y EtOH en viales de vidrio y la mezcla se colocé en un agitador hasta que
la PC se disolvi6 completamente hasta formar una solucidn liquida transparente. Después se afiadié GDO y
opcionalmente OA para formar una solucién homogénea inyectable.

Las formulaciones se fabricaron con composiciones de acuerdo con la Tabla 4. Se anadié una sustancia activa
peptidica catiénica, calcitonina de salmon (CTs), a cada formulacién hasta una concentracion de 700 ug de CTs/g de
formulacion. Las formulaciones se disefiaron como suspensiones homogéneas para administracion parenteral (se
requiere mezclado justo antes del uso ya que el farmaco no se disolvi6 completamente en el sistema de
PC/GDO/EtOH). La formulacion G contenia AO.

El estudio de fase en este ejemplo se realizé con exceso de suero de rata a 37 °C para simular una situacion in vivo.
La Tabla 4 muestra las mismas fases formadas

TABLA 4
Formulacion PC GDO AO EtOH Fase en suero
(% p) (% p) (% p) (% p) de rata
F 36 54 - 10 I
G 34 51 5 10 Iy

ln = fase cristalina liquida cubica inversa
AO = Acido Oleico

Ejemplo 6

Estudio de liberacion in vivo de formulaciones de depdsito

Las formulaciones F y G en el Ejemplo 5 se utilizaron en un estudio de liberacion de farmaco in vivo en rata. Las
formulaciones se administraron por via subcutanea entre las escapulas utilizando una jeringa y la dosis de CTs fue
de 500 ug/kg de peso corporal. El perfil de liberacion se supervisé durante un periodo de 13 dias. La concentracion
de CTs en las muestras de plasma de rata se analizé con un kit comercial de DSLabs. El farmaco se amplificd
enzimaticamente con inmunoensayo de tipo sandwich utilizando biotina-estreptavidina como sistema de deteccion.
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La Figura 3 muestra los resultados. Se selecciond un vehiculo de triglicéridos puro a base de aceite de sésamo
como un sistema de referencia de lipidos.

La formulacion que contiene AO presenta una liberacion mas lenta de CTs y una biodisponibilidad mejorada durante

el periodo de 14 dias sobre el que se sigui6 la concentracion en plasma. Esto es coherente con una estabilidad
mejorada del farmaco peptidico.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende al menos un agente activo peptidico catiénico que tiene un punto isoeléctrico
por encima de 7,0, al menos un anfifilo formador de estructura neutro, al menos un anfifilo formador de estructura
anionico y opcionalmente al menos un disolvente, en la que los grupos no polares de los anfifilos formadores de
estructura se seleccionan de grupos alquilo y alquenilo Cs-Cs;, caracterizada por que dicha composicion comprende
una estructura de fase no lamelar y/o forma una fase cristalina liquida normal o inversa o la estructura de fase L3 tras
exposicion a fluidos corporales y en la que dicho anfifilo formador de estructura aniénico comprende al menos un
acido graso, y en la que dicho anfifilo formador de estructura anidnico esta presente en una cantidad de 0,5 a 50 %
en peso en relacion con el peso de anfifilo neutro.

2. Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha fase no lamelar es una fase cubica,
hexagonal o una fase Ls.

3. Una composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en la que dicho péptido catiénico es una hormona
peptidica.

4. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho péptido catidnico se
selecciona del grupo que consiste en desmopresina, octredtido, calcitonina de salmon y calcitonina humana.

5. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la biodisponibilidad oral es al
menos 1% cuando se mide como concentracion en plasma sanguineo de agente activo en relacion con la
administracion intravenosa en solucion salina.

6. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas un inhibidor de
peptidasa.

7. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicho anfifilo formador de
estructura neutro comprende al menos uno de gliceril monooleato, gliceril monolinoleato, gliceril dioleato (GDO),
dioleil fosfatidil etanolamina (DOPE), dioleil fosfatidilcolina (DOPC) vy fitantriol, lisooleil fosfatidilcolina (LOPC) y
mezclas de los mismos.

8. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho acido graso es al menos uno de acido
caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, fitanico, palmitélico, estearico, oleico, elaidico, linoleico,
linolénico, araquiddnico, behénico o lignocérico, sus sales o mezclas de los mismos.

9. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicho anfifilo formador de
estructura aniénico esta presente en una cantidad suficiente para aumentar la semivida de dicho agente activo
peptidico en una solucién de carboxipeptidasa C en al menos 50 % en relacién con la semivida de una composicion
equivalente que no incluye dicho anfifilo formador de estructura aniénico.

10. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas un agente de
fragmentacion.

11. Una formulaciéon farmacéutica que comprende una composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente tolerable.

12. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende o forma particulas de
dicha estructura de fase no lamelar.

13. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que dichas particulas son coloidales.

14. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende ademas un
disolvente organico biotolerable que contiene oxigeno.

15. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, en forma de una solucién que forma una fase no lamelar a
granel tras su contacto con un fluido corporal.

16. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que dicha composicion comprende un diacilglicerol.

17. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en la que dicho agente activo se
libera durante un periodo de al menos 2 a 14 dias.

18. Un método para la formacién de una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que

comprende la formacion de particulas de fase no lamelar y/o de particulas que generan fase no lamelar tras
exposicién a fluidos corporales, comprendiendo dichas particulas al menos un anfifilo formador de estructura neutro,
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al menos un anfifilo formador de estructura aniénico o sal del mismo y opcionalmente al menos un disolvente, y
posteriormente poner en contacto dichas particulas con una solucion de agente activo peptidico catidnico.

19. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 14, para su uso en terapia.

20. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, para uso en la administracion de un péptido catidénico a un
paciente.

21. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que dicha composicién se formula de tal
manera que, después de la inyeccion, se forme posteriormente in vivo un “depdsito” no lamelar, tras el contacto con
un fluido corporal.

22. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21, en la que después de la administracion
de dicha composicion dicho péptido esta protegido de la degradacion enzimatica in vivo.
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