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DESCRIPCION

SISTEMA DE LIBERACION CONTROLADA Y METODO DE PREPARACION

DEL MISMO

Campo de la invencidn

La presente invencidén se refiere de manera general al
campo de la administracién de principios activos y en
concreto de la liberacidén controlada de los mismos. Més
especificamente, la presente invencidén se refiere al campo
de la liberacidén controlada de principios activos en la

regién del colon.

Antecedentes de la invencidn

El continuo aumento de la incidencia y la prevalencia
en la poblacidén mundial de enfermedades que afectan al
colon, especialmente las enfermedades inflamatorias
intestinales (colitis wulcerosa vy enfermedad de Crohn,
principalmente), ha acaparado la atencidén y esfuerzo de
muchos investigadores y de la industria farmacéutica para
encontrar soluciones gque sean realmente eficaces. Hasta el
momento, el arsenal terapéutico disponible no consigue
solucionar el creciente problema.

En la ultima década, se han introducido distintos
agentes bioldégicos (principalmente anti-TNFoa), ampliando el
arsenal terapéutico disponible para las EII. Sin embargo,
esto sigue sin ser suficiente, ya qgque muchos pacientes no
responden o no lo hacen de manera continuada a estos
tratamientos (dejan de ser eficaces). Ademés, su
administracién oral se ve limitada al tener qgue atravesar
el estémago (donde la acidez del pH degrada los compuestos)
y el intestino delgado (donde puede absorberse gran parte
de los compuestos antes de la llegada al lugar de acciédn,
disminuyendo la eficacia vy dando lugar a reacciones

adversas no deseadas).
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La mayor parte de las formulaciones denominadas de
“liberacién controlada” consisten en sistemas con una
matriz (en algunos casos) o cubierta (en otros) polimérica
que responde frente a los cambios de pH encontrados a 1lo
largo del tracto gastrointestinal. Debido a la gran inter e
intravariabilidad en los sujetos del pH gastrointestinal
(atln mayor en algunos casos afectados por colitis ulcerosa
o enfermedad de Crohn), estos sistemas no consiguen ser
suficientemente eficaces.

E1l documento W02014037596 da a conocer un
nanodispositivo para la liberacidén controlada de sustancias
que comprende un soporte recubierto por oligosacdridos con
al menos 3 unidades de monosacadridos, en el gque al menos
uno de los monosacaridos es galactosa. Estos
nanodispositivos liberan su carga de manera especifica en
células senescentes.

El documento WO02012117140A1 da a conocer un compuesto
termosensible para la liberacidén controlada de al menos una
sustancia activa o un indicador, gque comprende: (a) un
soporte poroso formado por material poroso, cCuyos poros
contienen la sustancia activa o el indicador; vy (b) una
capa 1interfaz con moléculas de naturaleza lipdfila, que
tienen un primer extremo unido covalentemente al soporte
poroso y un segundo extremo constituido por cadenas
organicas lipdéfilas unidas por interacciones no covalentes
a una capa superficial termosensible situada sobre 1la
superficie del soporte poroso, cubriendo 1los poros. La
superficie termosensible estd constituida por sustancias
orgadnicas de naturaleza lipéfila no polimérica gque, por
encima de una temperatura umbral, disminuyen su interaccidn
con la capa interfaz, desbloqueando la entrada de los poros
del soporte poroso y liberando la sustancia activa o el

indicador.
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El documento W02012007623A2 da a conocer un sistema de
liberacién controlada formado por un soporte poroso con
capacidad ©para —contener una sustancia activa o un
indicador, un oligonucledétido blogueante de los poros del
soporte y una capa interfaz entre el soporte poroso y el
oligonucledétido que asegura la fijacidédn entre estos
elementos. La liberacién de la sustancia activa se produce
por hibridacién del oligonucledtido blogueante de los poros
con su oligonucledétido complementario.

Por tanto, sigue existiendo en la técnica la necesidad
de un sistema de liberacién controlada que permita liberar
de manera fiable un principio activo en 1la regidén del
colon, evitando lo méds posible su liberacidén en otras
regiones del aparato digestivo, y se reduzca la aparicidn

de efectos adversos.

Sumario de la invencidn

Para solucionar los problemas de la técnica anterior,
la presente invencidén da a conocer, segin un primer
aspecto, un sistema de liberacién controlada en la regidn
del colon para el tratamiento, la prevencidén o el
diagndéstico de enfermedades, preferiblemente de
enfermedades relacionadas con el colon, gque comprende:
- una matriz de silice mesoporosa;
- un principio activo cargado en los poros de la
matriz; y

- puertas moleculares funcionalizadas en la
superficie que impiden la liberacién del principio
activo;

en el que las puertas moleculares estan constituidas
por un compuesto azoderivado que se fragmenta (al reducirse
el enlace azoico) en presencia de actividad azorreductasa
permitiendo asi la liberacidén del principio activo.

4
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En el tracto gastrointestinal del ser humano, la
actividad azorreductasa es especifica de la microbiota
local del colon que produce enzimas con dicha actividad.
Por tanto, el compuesto azoderivado del sistema de
liberacidén segun el primer aspecto de la presente invencidn
se fragmentard (al reducirse el enlace azoico) al llegar al
colon (y no antes) y permitird la liberacidén del principio
activo en el mismo.

Segiin un segundo aspecto, la presente invencidén da a
conocer un método de preparacién de un sistema de
liberacién controlada segin el primer aspecto de 1la
invencidén, que comprende las etapas de:

a) derivatizar un compuesto azoderivado mediante
reaccién con un alcoxisilano en disolvente
orgéanico;

b) encapsular un principio activo en una matriz de
silice mesoporosa mediante reaccidén en disolvente
organico; vy

c) afitadir a la etapa b) el compuesto azoderivado
derivatizado con alcoxisilano obtenido en la etapa

a) .

Breve descripcién de los dibujos

La presente invencién se entenderé mejor con
referencia a los siguientes dibujos con caracter
ilustrativo y no limitativo de la invencidn:

La figura 1 es una representacidén esquemédtica de la
encapsulacidén de colorante (rodamina B) o farmaco
(hidrocortisona) en un material de silice mesoporosa con
los poros blogueados por moléculas azoderivadas ancladas
covalentemente a la superficie exterior (particulas S1 o
S2) y su liberacién mediante reduccidn enzimética de los

enlaces azolcos.
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La figura 2 es una representacidén esquemédtica de 1la
reaccidén de sintesis de la puerta molecular que da lugar al
azoderivado 1.

La figura 3 representa la cinética de liberacidédn del
farmaco encapsulado (hidrocortisona) a partir de una
suspensién de microparticulas mesoporosas funcionalizadas
con el azoderivado S2, en disolucidén acuosa a pH=2
(cuadrados), pH = 4,5 (circulos), pH = 7,4 (triédngulos) vy
pH = 7,4 en presencia del agente azorreductor ditionito de
sodio (SD, 2 mg/ml) (cruces).

La figura 4 representa la absorcidén sistémica in vivo
(concentracién de rodamina B pg/ml en plasma) para sujetos
(ratas Wistar) que reciben wuna disolucidén de colorante
rodamina B o una suspensidén con las particulas Sl.

La figura 5 representa la liberacidén especifica de la
carga in vivo (concentracidén de rodamina B upg/ml en el
ciego, el colon y las heces) en sujetos (ratas Wistar) que
reciben wuna disolucién de colorante rodamina B o una
suspensidén con las particulas S1.

La figura 6 muestra imagenes de colon de rata de
sujetos sacrificados en el dia 10 tras la induccidén de
colitis con TNBS: A: control negativo (no se le administrd
TNBS), B: control positivo (grupo 1, tratamiento: suero
salino), C (grupo 2, tratamiento: suspensién acuosa de
microparticulas tipo MCM-41 vacias), D (grupo 3,
tratamiento: disolucidén de hidrocortisona) y E (grupo 4,
tratamiento: formulacidén de particulas S2 en suspensidn
acuosa) .

La figura 7 muestra imédgenes histoldgicas de colon de
rata representativas de un sujeto sano A y de sujetos
sacrificados en el dia 10 tras la induccidén de colitis con
TNBS: B: control positivo (grupo 1, tratamiento: suero

salino), C (grupo 2, tratamiento: suspensién acuosa de
6



10

15

20

25

30

ES 2692 165 Al

microparticulas tipo MCM-41 vacias), D (grupo 3,
tratamiento: disolucidén de hidrocortisona) y E (grupo 4,
tratamiento: formulacidén de particulas S2 en suspensidn

acuosa) .

Descripcién detallada de las realizaciones preferidas

Tal como se menciondé anteriormente, en un primer
aspecto la presente invencidén da a conocer un sistema de
liberacién controlada en la regién del colon para el
tratamiento, la prevencidn o) el diagnéstico de
enfermedades, preferiblemente de enfermedades relacionadas
con el colon, gque comprende:

- una matriz de silice mesoporosa;

- un principio activo cargado en los poros de la

matriz; vy

- puertas moleculares funcionalizadas en la

superficie que impiden la liberacién del principio
activo.

Las puertas moleculares estadn constituidas por un
compuesto azoderivado que se fragmenta (al reducirse el
enlace azoico) en presencia de actividad azorreductasa
permitiendo asi la liberacidén del principio activo. En el
tracto gastrointestinal del ser humano, la actividad
azorreductasa es especifica de la microbiota local del
colon que produce enzimas con dicha actividad, por lo que
la liberacidén del principio activo se produce de manera
especifica en el colon.

Es por ello, que el sistema segun la presente
invencidén es adecuado para diversos tratamientos en los que
se requiera la liberacién del principio activo en el colon.
Hay que tener en cuenta que algunos principios activos, por
ejemplo, anticuerpos, hormonas vy entidades de origen
proteico o peptidico, presentan una absorcidén deficitaria

7



10

15

20

25

30

ES 2692 165 Al

en estdémago o intestino delgado dada la existencia de una
gran cantidad de enzimas proteoliticas. Sin embargo, al
llegar protegidos al colon, pueden ser absorbidos en él1 una
vez liberados.

El sistema segUln una realizacidén preferente de 1la
presente invencidén es adecuado para el tratamiento, la
prevencidén y el diagnéstico de enfermedades relacionadas
con el colon, tales como enfermedades inflamatorias
intestinales (EII) (por ejemplo, colitis wulcerosa vy
enfermedad de Crohn), de manera més eficaz (ya dque el
principio activo se libera especificamente en el lugar de
accidén) y con menos efectos adversos (ya que no se libera
principio activo en otros lugares del organismo) .

Segiin  una realizacién preferida de la presente
invencidén, la matriz de silice mesoporosa es de tamafio
micrométrico y presenta poros con un tamafio de poro de 2 a
3 nm, més preferiblemente la matriz de silice mesoporosa es
de tipo MCM-41.

Segin una realizacién de la presente invencién, el
principio activo incorporado en los poros de la matriz de
silice mesoporosa es para el tratamiento o la prevencidédn de
una enfermedad inflamatoria del intestino (tal como por
ejemplo colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn), tal como
por ejemplo un farmaco esteroideo antiinflamatorio usado
por via oral en casos de enfermedades inflamatorias
intestinales de intensidad moderada a media, tal como por
ejemplo hidrocortisona.

Segun otra realizacidén de la presente invencidn, las
puertas moleculares que blogquean los poros de la matriz de
silice mesoporosa estédn preferiblemente constituidas por un
compuesto azoderivado que, en presencia de actividad
azorreductasa, experimenta reduccién del enlace azoico
dando lugar a un fragmento (5-ASA) que se libera vy que

8
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presenta propiedades antiinflamatorias. Por tanto, se
produce una doble accidén terapéutica procedente, por un
lado, del principio activo liberado del interior de 1los
poros y, por otro lado, del fragmento liberado procedente
de las puertas moleculares.

Esta caracteristica se muestra en la figura 1, en la
que puede apreciarse gque en un primer momento (parte
izquierda) el colorante (rodamina B) o el principio activo
(hidrocortisona) esta incluido dentro de los poros de la
matriz y blogueado en los mismos por moléculas
azoderivadas. Tras someterse a actividad azorreductasa, se
liberan tanto el principio activo como el fragmento 5-ASA
(parte derecha).

Segin una realizacidén preferida de la invencidn, el
compuesto azoderivado es olsalazina de sodio.

Segin otra realizacidén de la presente invencién, el
sistema de liberacién controlada comprende ademas
nanoparticulas magnéticas incluidas dentro de la matriz de
silice mesoporosa. De este modo puede aumentarse el tiempo
de retencidén del sistema en la zona deseada (por ejemplo,
en el colon) mediante la aplicacidén de un campo magnético
externo.

Seguin un segundo aspecto, la presente 1invencién
también da a conocer un método de preparacidén de un sistema
de liberacidén controlada tal como se definid anteriormente
en el presente documento. El método comprende las etapas
de:

a) derivatizar un compuesto azoderivado mediante
reaccién con un alcoxisilano en disolvente
orgéanico;

b) encapsular un principio activo en una matriz de
silice mesoporosa mediante reaccidén en disolvente

organico; vy
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c) afiadir a la etapa b) el compuesto azoderivado
derivatizado con alcoxisilano obtenido en la etapa
a) .

Méas concretamente, el método puede comprender
derivatizar un compuesto azoderivado con un alcoxisilano
(por ejemplo, 3-aminopropiltrietoxisilano) mediante
reacciédn en suspensién en tetrahidrofurano (THF) a
temperatura ambiente (20-25°C) bajo una atmbésfera inerte
(Ar), preferiblemente durante al menos 48 horas. Por otro
lado, se encapsula el principio activo mediante agitacién
vigorosa del mismo con microparticulas de silice mesoporosa
en tetrahidrofurano (THF) a temperatura ambiente (20-25°C)
bajo una atmésfera inerte de argdén (Ar), preferiblemente
durante al menos 8-12 horas. Por uUltimo, se afade el
compuesto azoderivado derivatizado anteriormente obtenido y
se contintia agitando a temperatura ambiente (20-25°C),
preferiblemente durante 4-8 horas.

A continuacidén se detallard adicionalmente la presente

invencidén mediante los siguientes ejemplos especificos.

Sintesis de microparticulas tipo MCM-41 (SO0)

Se sintetizaron las microparticulas mesoporosas tipo
MCM-41 segun el siguiente procedimiento:

En primer lugar, se calentdé una disolucién de
trietanolamina (TEAH;, 25,79 g, 0,173 mol) e hidrdéxido de
sodio (NaOH, 2 ml de una disolucidén 6 M) hasta 120°C vy
entonces se dejdé enfriar hasta 70°C. En ese momento se
anadid ortosilicato de tetraetilo (TEOS, 11 ml, 0,045 mol)
a la reaccidén y se calentd hasta alcanzar nuevamente 120°C.
Volvidé a dejarse enfriar la reaccidn y cuando disminuyd por
debajo de 118°C se afiadidé bromuro de n-cetiltrimetilamonio
(CTABr, 4,08 g, 0,013 mol). Cuando la temperatura disminuyd
hasta 70°C, se afladieron, poco a poco, 80 ml de agua

10
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destilada con agitacién constante. Se dejdé envejecer esta
mezcla en un autoclave a 100°C durante 24 h. Se recuperd el
polvo resultante por filtracidén vy se lavdé con agua
destilada. Finalmente, se secd el sbélido en estufa a 70°C
(24 h). Para obtener el material mesoporoso final SO0 (tipo
MCM-41), se calcindé el sdélido a 550°C usando una atmdsfera
oxidante durante 5 horas <con el fin de eliminar el

tensioactivo.

Sintesis de la puerta molecular azoderivada (1)

Se disolvid olsalazina de sodio (0,5 g, 1,65 mmol) en
30 ml de una disolucidén &cida a pH=0 (28,5 ml de agua
destilada v 1,5 ml de disolucidén de HCl al 37%). Se agitd
la disolucidén durante 5 minutos a temperatura ambiente (20-
25°C) y se centrifugd. Se desechd el sobrenadante, se
recuperd el producto protonado resultante y se dejd secar a
70°C durante 24 h. Se repitid este proceso 4 veces hasta
obtener 1,8 g del producto 1la (véase la figura 2,
rendimiento: 90%). A continuacidén, se disolvieron N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 1,042 g, 5 mmol) vy N-
hidroxisuccinimida (NHS, 0,59 g, 5 mmol) en
tetrahidrofurano anhidro (THF, 25 ml). Se agitdé esta
reaccidén a temperatura ambiente (20-25°C), bajo atmdsfera
inerte de argdén (Ar), durante 5 h. Se formdé un precipitado
blanco amarillento (DCU, diciclohexilurea) gque se desecho
tras centrifugacién. Siguid agitédndose el sobrenadante
durante 15 h (bajo atmésfera inerte de Ar, a temperatura
ambiente, 20-25°C). Después de 15 h de reaccidén, se
centrifugé y volvidé a desecharse el nuevo precipitado de
DCU. Entonces, se anadid lentamente
aminopropiltrietoxisilano (APTES, 1,2 ml, 5 mmol) y se dejd
reaccionar durante 24 h (bajo atmésfera inerte de Ar, a
temperatura ambiente 20-25°C). Se elimindé el disolvente

11
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mediante rotaevaporacidén y se aisld el producto 1 (véase la
figura 2) en forma de aceite amarillo anaranjado (2,05 g,

4,05 mmol, rendimiento: 80%).

Encapsulacion de colorante (rodamina B) en uMCM-41 'y
funcionalizacidén con el azoderivado (sintesis de particulas
S1)

Se suspendieron microparticulas tipo MCM-41 (SO, 1 g)
en una disolucién de THF (40 ml) y rodamina B (400 mg,
0,8 mmol/g de S0) bajo atmbdésfera inerte de Ar. Se dejd
agitar esta disolucidén a temperatura ambiente (20-25°C)
durante 8-12 h. A continuacidn, se disolvid el azoderivado
1 (2,05 g, 4,05 mmol/g de S0) en THF anhidro (25 ml) y se
afiadié a la suspensién de microparticulas/colorante. Se
agité la mezcla de reaccidn durante 6 h (bajo atmésfera
inerte de Ar, a temperatura ambiente, 20-25°C). Tras lavar
repetidamente con etanol y agua destilada, se aisld un
sélido rojo, S1, que se dejd secar a vacio durante al menos

24 h.

Encapsulacion de fdrmaco (hidrocortisona) en uMCM-41 'y
funcionalizacidén con el azoderivado (sintesis de particulas
S2)

Se suspendieron microparticulas tipo MCM-41 (SO0, 1 g)
en una disolucién de THF (40 ml) e hidrocortisona (296 mg,
0,8 mmol/g de S0) bajo atmésfera inerte de Ar. Se dejd
agitar esta disolucidén a temperatura ambiente (20-25°C)
durante 8-12 h. A continuacidn, se disolvid el azoderivado
1 (2,05 g, 4,05 mmol/g de S0) en THF anhidro (25 ml) y se
afiadié a 1la suspensién de microparticulas/colorante. Se
agité la mezcla de reaccidn durante 6 h (bajo atmésfera
inerte de Ar, a temperatura ambiente, 20-25°C). Tras lavar

repetidamente con etanol y agua destilada, se aisld un
12
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s6lido amarillo, S2, que se dejd secar a vacio durante al

menos 24 h.

Estudios de liberacién de hidrocortisona y 5-ASA.

En un experimento tipico, se suspendieron 2 mg del
s6lido S2 en 2 ml de wuna disolucidén acuosa a PpH
seleccionado (pH= 2,0, 4,5 6 7,4) y a pH=7,4 en presencia
del agente azorreductor ditionito de sodio (capaz de
reducir enlaces azoicos). Se recogieron alicuotas a los
tiempos t=0, 5 min, 20 min, 40 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h
y 24 h. Se centrifugaron las muestras para garantizar la
eliminacidén de restos o trazas del sdélido y se analizd cada
muestra mediante HPLC, para cuantificar los resultados (con
la debida curva de calibrado) tanto de hidrocortisona como
de 5-ASA total.

Resultados (véanse la figura 3 y la tabla 1): Puede
apreciarse que la liberacidén es despreciable a distintos pH
en ausencia de actividad azorreductora. Sin embargo, la
liberacién de la carga (hidrocortisona) en presencia del
estimulo (actividad azorreductora) alcanza el 80% a las 6 h
y presenta liberacidén total de 24,36 upg/mg de sé6lido a las
24 h. La liberacidén total de 5-ASA a las 24 h es de

93 ng/mg de sélido.

Tabla 1:
contenido | puerta liberacién de liberacién
sélido | orgénico (g/g de colorante / HC de 5-ASA
(g/g de S102) (Lg/mg de (Lg/mg de
S102) sélido) sélido)
S1 0,2396 0,159 21,50 107
S2 0,1917 0,111 24,36 93
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Ensayos in vivo de farmacocinética

Se anestesiaron mediante perfusidén 1in situ 10 ratas
Wistar (macho, peso aproximado de 300+30 g) para implantar
la cénula yugular 24 h antes del experimento. Para ello, se
utilizé el método de canulacién yugular permanente
previamente descrito (Torres-Molina et al., 1996). La
cédnula asi implantada permite la recogida de muestras de
sangre. Se asignaron los animales aleatoriamente a 1los
siguientes grupos:

Grupo 1. Se les administrdé por via oral 1 ml de una
disolucién de rodamina B (suero salino 750 pg/ml).

Grupo 2. Se les administraron por via oral 1,75 ml de
una suspensidén que contenia 30 mg de la formulacién S1 (que
deberia liberar 750 pg de rodamina B, aproximadamente).

Se recogieron muestras de sangre (0,6-0,7 ml) con
jeringuillas heparinizadas, y se reemplazaron con un
volumen igual de suero salino heparinizado (10 UI/ml) a los
tiempos de muestreo establecidos (t=15 min, 30 min, 45 min,
1 h, 2 h, 3 h y 4 h). Se separd el plasma inmediatamente
por centrifugacién (10000 rpm durante 10 min) y se congeld
a -20°C hasta que se procedié al andlisis de las muestras.
Al finalizar las 4 h, se sacrificaron los sujetos y se
recogieron y se procesaron el ciego, el colon y las heces,
para el andlisis de la presencia de rodamina B.

Resultados (véanse las figuras 4 y 5): La absorciédn
sistémica para los sujetos que recibieron la disolucidén de
rodamina B alcanzdé un maximo de 0,45 pg/ml, mientras que
los sujetos que recibieron la formulacidén S1 no presentaron
absorcién sistémica o era despreciable. También se evalud
la presencia de rodamina B en el ciego, el colon y las
heces. Las concentraciones de rodamina B detectadas en el

ciego y el colon fueron notablemente superiores para el
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grupo que recibié la formulacidn S1.

Ensayos 1in vivo de la eficacia en un modelo de colitis
ulcerosa

Induccidén de la inflamacidén de colon. En este ejemplo

particular, los estudios se llevaron a cabo con ratas
Wistar macho de 8-12 semanas de edad y con un ©peso
aproximado de entre 275-325 g. Se mantuvieron los animales
en salas climatizadas a 22 £ 3°C, humedad del 55 £ 5%, con
ciclos de 12 h de luz/oscuridad y acceso libre al pienso y
agua durante los estudios. Para inducir el modelo de
inflamacién crénica en el colon de la rata, se siguid el
método descrito por Morris et al. (1989) con 1ligeras
modificaciones. En resumen, se separaron las ratas
aleatoriamente en los diferentes grupos de tratamiento, se
les mantuvo en ayuno durante 48 h con acceso libre a agua y
se anestesiaron con isofluorano. Se les insertd una cénula
rectal hasta el colon (la punta de la canula queda a
aproximadamente 8 cm del orificio del ano). En este punto
se instila una disolucidén de 0,6 ml de TNBS (78 mg/kg de
peso corporal) disuelto en etanol al 50% v/v (volumen total
instilado de 0,6 ml). El grupo de control recibidé 0,6 ml de
una disolucidén de etanol al 50% v/v, administrada de manera
similar a anteriormente. Se monitorizaron cada dia la
induccidén y el desarrollo de la inflamacidén durante los 10
dias que durd el estudio. El dia 10 tras la administracidn
de TNBS, se sacrificaron las ratas con una sobredosis de
anestesia. Se evalué el desarrollo de la inflamacidén con
respecto a la razén de peso de colon/peso corporal,
puntuacién de actividad clinica y cambios histoldégicos.

Disefio de los tratamientos. Se dividieron las ratas en

4 grupos. Al grupo 1 (grupo de control, 3 ratas) se le
administrdé suero salino, el grupo 2 (8 ratas) recibid una
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suspensién de microparticulas tipo MCM-41 vacias, el grupo
3 (8 ratas) recibidé una disolucidén de hidrocortisona vy
finalmente el grupo 4 (8 ratas) recibid® una suspensidén de
la formulacidén S2 (microparticulas tipo MCM-41 con
hidrocortisona encapsulada y funcionalizadas con la puerta
molecular azoderivada 1). La dosis administrada de
hidrocortisona fue de 5,58 mg/kg/dia, calculada segun la
dosis para seres humanos (Sandborn y Hanauer, 2003). Se
administrdé esta dosis por via oral una vez al dia, durante
tres dias en el periodo de inflamacidén més intensivo de la
enfermedad (dias 3, 4 y 5 tras la administracién de TNBS).
Resultados (véanse las figuras 6 y 7): La figura 6A
muestra la apariencia caracteristica de un colon sano en
rata a la cual no se le administré TNBS. La figura 6B
muestra el colon caracteristico en sujetos tratados con
suero salino (tratamiento con placebo, grupo 1) 10 dias
después de haberse inducido el modelo de colitis con TNBS.
Las figuras 6C, 6D y 6E muestran la apariencia
caracteristica del colon en sujetos de los grupos 2, 3 vy 4,
respectivamente. Todos los sujetos (ratas Wistar) se
sacrificaron 10 dias después de la instilacidén rectal de
TNBS. Los resultados mostrados en la figura 6B y 6C (grupos
1 vy 2) son muy similares, en ambos casos se aprecia tejido
intestinal necrético, engrosado y rigido. En el grupo 3
(figura 6D) ©parece que parte del tejido comienza a
recuperarse. Contintian existiendo zonas de tejido necrético
y engrosado, aunque se han reducido. Sin embargo, 1los
resultados para el grupo 4 (figura 6E) muestran, por 1lo
general, que el tejido se ha recuperado y parece que sodlo
pequeflas zonas no se han recuperado completamente.
Histolégicamente, los resultados concuerdan con 1los
resultados macroscdpicos anteriormente comentados. E1l
control negativo o sujeto sano muestra tejido intestinal
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sano: mucosa sana, no afectada, enterocitos vy células
globulares, y entre ellos tejido conectivo (ladmina propia,
figura 7A), capa muscular, submucosa y capa muscular
externa también en perfectas condiciones. Los grupos 1 y 2
muestran necrosis y pérdida de la mucosa necrotizada que se
sustituye por tejido granular. También muestran un fuerte
proceso 1inflamatorio presente en la lémina propia,
submucosa y capa muscular externa. En las figuras 7B y 7C
puede observarse el proceso de ulceracidén con necrosis
fibrilar de la superficie de la mucosa y tejido granuloso
debajo del tejido necrdético. Los animales del grupo 3
presentan erosidén superficial, con adelgazamiento de la
mucosa acompafiado por el engrosamiento de la capa muscular,
y un proceso inflamatorio crénico que afecta a la mucosa y
submucosa con desarrollo temprano de foliculos linfoides.
Zonas minoritarias presentan una estructura de mucosa
normal pero con una fuerte hiperplasia folicular en la capa
muscular externa y zonas con necrosis, pérdida de mucosa y
sustitucidén con tejido granular e inflamacidén (figura 7D).
El grupo 4 muestra por lo general estructura normal en su
mucosa y una ligera presencia de inflamacidén en la capa
muscular propia (figura 7E). Estos resultados sugieren que
el grupo no tratado (grupo 1) y el grupo tratado con las
microparticulas tipo MCM-41 wvacias (grupo 2), presentan
fuertes lesiones e inflamacidén; mientras que el grupo 4
tratado con la formulacidén S2 muestra una notable mejora y
recuperacién de las lesiones en los tejidos, asi como una
importante reduccidén de la inflamacidén, recuperando casi

por completo la estructura normal de la mucosa.

Como se ©puede ver, a diferencia de soluciones
conocidas del estado de la técnica, el sistema de
liberacién controlada segln la presente invencidn, presenta
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una matriz silicea mesoporosa que no se ve afectada por el
paso a través del tracto gastrointestinal, vy mantiene
almacenado en sus poros el principio activo de eleccidn
gracias al blogueo o impedimento que ejercen las puertas
moleculares ancladas covalentemente a la superficie de
dicha matriz. Estas puertas moleculares confieren al
sistema una gran especificidad, vya que la liberacidén del
principio activo almacenado en sus poros se producira en
presencia de un estimulo externo especifico, en este caso
de la actividad azoreductasa producida por 1las enzimas
liberadas por ciertas especies de la microbiota local del
colon. En el sistema segtn la presente invencidén, el
fragmento liberado produciré un efecto terapéutico
antiinflamatorio, que contribuye a la reparacidén el tejido
dafiado, por tanto, tendrd un efecto beneficioso en el
tratamiento de las enfermedades objetivo. Ademas, el
fragmento liberado (5-ASA), al reducirse el enlace azoico
presente en las puertas moleculares, posee propiedades
farmacoldégicas antiinflamatorias, por lo que se produce una
doble accidén terapéutica al 1liberarse la carga de las
microparticulas y dicho fragmento. De esta manera, el
sistema desarrollado posee especificidad en la liberacién
de carga o liberacidén controlada del farmaco en el colon,
evitando la absorcién sistémica de los principios activos
farmacoldbégicos.

Tal como apreciard fécilmente el experto en la técnica
a partir de la descripcidén anterior, el sistema de
liberacién controlada descrito en la presente invencidn
puede usarse para vehiculizar principios activos
farmacolédgicos o entidades (bio)gquimicas hasta el colon
minimizando la degradacién de los compuestos activos y la
absorcién sistémica indebida, aumentando asi la eficacia
del tratamiento a la vez que se reduce o incluso se
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eliminan los efectos adversos no deseados. Esto presenta
interés tanto para el tratamiento o prevencidén de
enfermedades que afectan al colon, como para aumentar la
biodisponibilidad de farmacos de administracidén oral que se
absorben preferentemente en el colon y se degradan en

tramos superiores del tracto gastrointestinal.
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REIVINDICACIONES

Sistema de 1liberacién controlada en la regién del

colon para el tratamiento, la prevencidén o el

diagnéstico de enfermedades, que comprende:

- una matriz de silice mesoporosa;

- un principio activo cargado en los poros de la
matriz; y

- puertas moleculares funcionalizadas en la
superficie que impiden la liberacién del principio
activo;

en el que las puertas moleculares estan constituidas

por un compuesto azoderivado que se fragmenta en

presencia de actividad azorreductasa permitiendo asi

la liberacidén del principio activo.

Sistema seguin la reivindicacidén 1, caracterizado por

que la matriz de silice mesoporosa es de tamafio

micrométrico y presenta poros con un tamafio de poro de

2 a 3 nm.

Sistema segun cualgquiera de las reivindicaciones

anteriores, caracterizado por que la matriz de silice

mesoporosa es de tipo MCM-41.

Sistema segun cualgquiera de las reivindicaciones

anteriores, caracterizado por que el principio activo

es para el tratamiento o la prevencién de una

enfermedad relacionada con el colon.

Sistema segun cualgquiera de las reivindicaciones

anteriores, caracterizado por que el principio activo

es para el tratamiento o la prevencién de una

enfermedad inflamatoria del intestino.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 4 vy

5, caracterizado por que el principio activo es un

farmaco esteroideo antiinflamatorio.

Sistema seguin la reivindicacidén 6, caracterizado por
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que el principio activo es hidrocortisona.
Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, caracterizado por que el principio activo es para
el diagnéstico de una enfermedad relacionada con el
colon.
Sistema segun cualgquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que las puertas
moleculares estdn constituidas por un compuesto
azoderivado que, en presencia de actividad
azorreductasa, experimenta reduccién del enlace azoico
dando lugar a un fragmento con propiedades
antiinflamatorias.

Sistema seguin la reivindicacidén 9, caracterizado por

que el compuesto azoderivado es olsalazina de sodio.

Sistema segun cualgquiera de las reivindicaciones

anteriores, caracterizado por que comprende ademas

nanoparticulas magnéticas incluidas dentro de la
matriz de silice mesoporosa.

Método de preparacidén de un sistema de liberaciédn

controlada segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 11, que comprende las etapas de:

a) derivatizar un compuesto azoderivado mediante
reaccién con un alcoxisilano en disolvente
orgéanico;

b) encapsular un principio activo en una matriz de
silice mesoporosa mediante reaccidén en disolvente
organico; vy

c) afiadir a la etapa b) el compuesto azoderivado
derivatizado con alcoxisilano obtenido en la etapa
a) .

Método segun la reivindicacién 12, caracterizado por

que las diversas etapas se llevan a cabo Dbajo

atmésfera inerte.
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Método segln cualgquiera de las reivindicaciones 12 vy
13, caracterizado por que el disolvente organico de
las diversas etapas es tetrahidrofurano.

Método segUn cualgquiera de las reivindicaciones 12 a
14, caracterizado por que las diversas etapas se
llevan a cabo a temperatura ambiente.

Método segUn cualgquiera de las reivindicaciones 12 a
15, caracterizado por que el alcoxisilano empleado en

la etapa a) es 3-aminopropiltrietoxisilano.
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