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DESCRIPCION
Formulaciones estables de péptido glucagén
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la administracion de farmacos y mas particularmente a formulaciones de glucagon
para administrar a través de la piel.

Técnica anterior

El glucagon se produce en los seres humanos a través del pancreas. El glucagén se une a receptores especificos en
las células del higado e incrementa la liberacion de glucosa en el torrente sanguineo. Por lo tanto, se utiliza en el
tratamiento de la diabetes como una medicacion de rescate cuando el nivel de azlcar en sangre baja demasiado.

El glucagdn es un péptido corto que tiene 29 aminoacidos y un peso molecular de 3.483 kilodalton (kDa). La se-
cuencia de aminoacidos en el glucagon es:

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser Arg Arg Ala Gln

1 5 10 15 20
Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr (SEQ ID NO:1)
21 25 29

El glucagon tiene una conformacion altamente helicoidal en estado cristalino, pero forma una espiral aleatoria en una
solucion diluida con aproximadamente 15% de hélice alfa en el extremo C-terminal. En concentraciones mas altas,
generalmente precipita y forma fibrillas. El glucagén se disuelve faciimente en solucidon acuosa a pH inferior a 3 o
superior a 9, pero precipita faciimente a pH entre 4 y 8. Las formulaciones liquidas de glucagén son altamente ines-
tables y experimentan hidrdlisis y desamidacion en varias posiciones (aminoacidos en la posicion 3, 9, 15, 20, 21y
24) y por lo tanto las preparaciones farmacéuticas se proporcionan generalmente en recipientes dobles: polvos de
glucagon en un lado y un diluyente liquido en el otro. Una solucién de glucagén se prepara entonces justo antes del
uso. Los procedimientos que se llevan a cabo en general para mitigar la inestabilidad del glucagén en formulaciones
liquidas incluyen el uso de dispersiones solidas, disolventes aproticos, tensioactivos, procesos realizados a baja
temperatura y envasado en forma seca.

Las formulaciones diluidas se han preparado de forma que son estables hasta durante 6 dias y son utiles para el
suministrar con una bomba (documento US2011/0097386). La concentracion de glucagon en esas formulaciones
esta entre 0,8 mg/mL a 5 mg/mL y el pH esta entre 4 y 7. Los agentes estabilizantes son una combinacién de con-
centraciones bajas de un tensioactivo, tales como 1 mg/mL de LMPC y concentraciones elevadas de sacarido tales
como 45 mg/mL de glucosa.

Compendio de las realizaciones

La invencion comprende nuevas formulaciones de glucagén adecuadas para la administracion transdérmica. Se
describen formulaciones liquidas estables con una concentracion elevada de glucagon. Estas formulaciones no
forman geles o fibrillas y se pueden depositar facilmente sobre sustratos para formar un recubrimiento uniforme. Una
vez depositado sobre un sustrato y seco, el glucagén en los recubrimientos tiene una estabilidad mejorada a lo largo
del tiempo. El glucagén se puede reconstituir facilmente (como con fluidos corporales) sin formar un gel. Estas for-
mulaciones son adecuadas por ello para uso como recubrimientos sobre sustratos tales como parches de microagu-
jas para la administracion transdérmica de glucagén para el tratamiento de la hipoglucemia.

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona una formulacion farmacéutica liquida que comprende 15-20%
(p/p) de glucagon, 7,5-10% (p/p) de un agente estabilizante seleccionado entre un tensioactivo cationico o neutro,
3,75-5% (p/p) de un aminoacido, 3,75-5% (p/p) de un &cido organico y un diluyente farmacéuticamente aceptable; en
donde la formulacion tiene un pH entre 2 y 3. En algunas realizaciones, el tensioactivo es un fosfolipido. En algunas
realizaciones, el fosfolipido es liso-miristoil fosfatidilcolina. En otras realizaciones, el tensioactivo es decanoil sacaro-
sa. El aminoacido se selecciona a partir del grupo que consiste en glutamina y glicina. El acido organico se seleccio-
na a partir del grupo que consiste en acido metanoico, acido etanoico, acido tartarico, acido maldnico, acido glicdlico,
acido malico, acido gluconico, acido citrico, acido caproico, acido benzoico, acido lactico, acido propidnico y acido
sorbico. En ciertas realizaciones, la formulaciéon farmacéutica tiene una viscosidad en el intervalo de 20-200 centi-
poise (cP).

En ciertas realizaciones, en la formulaciéon farmacéutica, el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es
glutamina y el acido organico es acido tartarico. En otras realizaciones, el tensioactivo es decanoil sacarosa, el ami-
noacido es glicina y el acido organico es acido tartarico. En adn otras realizaciones, el tensioactivo es liso-miristoil
fosfatidilcolina, el aminoacido es glutamina y el acido organico es acido tartarico. Todavia en otras realizaciones, el
tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el aminoacido es glicina y el acido organico es acido tartarico.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona una formulacion farmacéutica solida que comprende 40-50%
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(p/p) de glucagdn, 20-25% (p/p) de un agente estabilizante seleccionado a partir de un tensioactivo cationico o neu-
tro, 10-12,5% (p/p) de un aminoacido, 10-12,5% (p/p) de un acido organico; en donde la formulacion tiene un pH
entre 2 y 3. En algunas realizaciones, el tensioactivo es un fosfolipido. En algunas realizaciones, el fosfolipido es
liso-miristoil fosfatidilcolina. En otras realizaciones, el tensioactivo se selecciona a partir del grupo que consiste en
glucosa, sacarosa, trehalosa y dextrosa, sustituido con una cadena de alquilo C8-C12. En otras realizaciones, el
tensioactivo es decanoil sacarosa. El aminoacido se selecciona a partir del grupo que consiste en glutaminay glici-
na. El acido organico se selecciona a partir del grupo que consiste en acido metanoico, acido etanoico, acido tartari-
co, acido malonico, acido glicélico, acido malico, acido glucoénico y acido citrico.

En aun otras realizaciones, el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es glutamina y el acido organico es
acido tartarico. En otras realizaciones, el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es glicina y el acido orga-
nico es acido tartarico. En otras realizaciones, el tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el aminoacido es gluta-
mina y el acido organico es acido tartarico. En otras realizaciones, el tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el
aminoacido es glicina y el acido organico es acido tartarico.

En un tercer aspecto de la invencién, se proporciona un dispositivo médico para la administracion de un agente
farmacéutico a través de la piel, comprendiendo el dispositivo una matriz de microagujas que tiene recubriéndolas,
una composicion liquida que comprende 15-20% (p/p) de glucagon, 7,5-10% (p/p) de un agente estabilizante selec-
cionado a partir de un tensioactivo cationico o neutro, 3,75-5% (p/p) de un aminoacido, 3,75-5% (p/p) de un acido
organico y un diluyente farmacéuticamente aceptable; en donde la formulacion tiene un pH entre 2 y 3. En algunas
realizaciones, el dispositivo médico es portador de una dosis terapéutica de glucagén de o bien 1 mg para una dosis
de adulto, o de 0,5 mg para una dosis pediatrica. En algunas realizaciones, el tensioactivo es un fosfolipido. En al-
gunas realizaciones, el fosfolipido es liso-miristoil fosfatidilcolina. En otras realizaciones, el tensioactivo se seleccio-
na a partir del grupo que consiste en glucosa, sacarosa, trehalosa, dextrosa, sustituido con una cadena de alquilo
C8-C12. En ofras realizaciones, el tensioactivo es decanoil sacarosa. En algunas otras realizaciones, el aminoacido
se selecciona a partir del grupo que consiste en glutamina y glicina. En algunas otras realizaciones, el acido organi-
co se selecciona a partir del grupo que consiste en acido metanoico, acido etanoico, acido tartarico, acido malénico,
acido glicdlico, acido malico, acido glucénico y acido citrico.

En un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona un dispositivo médico para la administracion de un agente
farmacéutico a través de la piel, comprendiendo el dispositivo una matriz de microagujas que tiene recubriéndolas,
una composicion solida que comprende 40-50% (p/p) de glucagon, 20-25% (p/p) de un agente estabilizante selec-
cionado a partir de un tensioactivo catidnico o neutro, 10-12,5% (p/p) de un aminoacido, 10-12,5% (p/p) de un acido
organico; en donde la formulacion tiene un pH entre 2 y 3. En algunas realizaciones, el dispositivo médico es porta-
dor de una dosis terapéutica de glucagén de o bien 1 mg para una dosis de adulto, o de 0,5 mg para una dosis pe-
diatrica. En algunas realizaciones, el tensioactivo es un fosfolipido. En algunas realizaciones, el fosfolipido es liso-
miristoil fosfatidilcolina. En otras realizaciones, el tensioactivo se selecciona a partir del grupo que consiste en gluco-
sa, sacarosa, trehalosa, dextrosa, sustituido con una cadena de alquilo C8-C12. En otras realizaciones, el tensioacti-
vo es decanoil sacarosa. En algunas otras realizaciones, el aminoacido se selecciona a partir del grupo que consiste
en glutamina y glicina. En algunas otras realizaciones, el acido organico se selecciona a partir del grupo que consis-
te en acido metanoico, acido etanoico, acido tartarico, acido maldnico, acido glicélico, acido malico, acido glucénico
y acido citrico.

En alguna realizacion, la formulacién sélida es de tal modo que una vez aplicada sobre la piel de un paciente, el
recubrimiento es disuelto por los fluidos corporales del paciente en menos de 30 minutos. En otras realizaciones, el
recubrimiento es disuelto por los fluidos corporales del paciente en menos de 20 minutos. En otras realizaciones, el
recubrimiento es disuelto por los fluidos corporales del paciente en menos de 10 minutos.

En un quinto aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para recubrir un dispositivo médico que com-
prende el recubrimiento con una composicién farmacéutica liquida de acuerdo con la invencién descrita en el pre-
sente documento, sobre un dispositivo médico y el secado de la composicion farmacéutica.

En un sexto aspecto de la invencion, se proporcionan métodos de tratamiento de un paciente que tiene un nivel bajo
de azucar que comprende aplicar el dispositivo médico que tiene una formulacion sélida aplicada sobre el mismo de
acuerdo con la invencién descrita en la presente memoria, sobre la piel del paciente. En algunas realizaciones, una
Cmax en suero sanguineo de glucagén se alcanza en menos de 30 minutos. En otras realizaciones, una Cmsx €n
suero sanguineo de glucagon se alcanza en aproximadamente 10 min. En aidn otras realizaciones, una Cmsx €n
suero sanguineo de glucagon asciende al menos a 5 ng/mL. En otras realizaciones, una Cmsx €n suero sanguineo de
glucagoén asciende al menos a 10 ng/mL. En todavia otras realizaciones, una Cmnax €n suero sanguineo de glucagén
asciende a aproximadamente 20 ng/mL.

En otras realizaciones, una Cmnax €n suero sanguineo de glucagon de al menos 5 ng/mL se alcanza en menos de 20
minutos después de la aplicaciéon del dispositivo sobre la piel del paciente. En aln otras realizaciones, una Cnax €n
suero sanguineo de glucagon de al menos 5 ng/mL se alcanza en aproximadamente 10 minutos después de la apli-
cacion del dispositivo sobre la piel del paciente. En aun otras realizaciones, una Cnax €n suero sanguineo de gluca-
gon de aproximadamente 10 ng/mL se alcanza en aproximadamente 10 minutos después de la aplicacion del dispo-
sitivo sobre la piel del paciente. En todavia otras realizaciones, una concentracion en suero sanguineo de glucagén
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es inferior a 10 ng/mL aproximadamente 60 minutos después de la aplicacion del dispositivo sobre la piel del pacien-
te.

En todavia ofras realizaciones, una Cmsx €n suero sanguineo de glucagén de al menos 5 ng/mL se alcanza en me-
nos de 20 minutos y la concentracion en suero sanguineo de glucagén es inferior a 10 ng/mL aproximadamente 40
minutos después de la aplicacion del dispositivo sobre la piel del paciente. En todavia otras realizaciones, una Cnax
en suero sanguineo de glucagén de al menos 10 ng/mL se alcanza en menos de 20 minutos y la concentracion en
suero sanguineo de glucagén es inferior a 10 ng/mL aproximadamente 30 minutos después de la aplicacion del
dispositivo sobre la piel del paciente.

Breve descripcion de los dibujos

Las caracteristicas anteriores de las realizaciones se entenderan mas facilmente haciendo referencia a la siguiente
descripcion detallada, tomada como referencia para los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es una vista en perspectiva de una porcion de un ejemplo de un parche de microagujas, de acuerdo con
la invencion.

La Figura 2 es una vista en perspectiva del parche de microagujas que se muestra en la Figura 1 que tiene un recu-
brimiento depositado sobre las microagujas, de acuerdo con la invencion.

La Figura 3 es una vista en seccion lateral de un parche de microagujas que tiene un soporte adhesivo, de acuerdo
con la invencion.

La Figura 4 es una vista en seccion lateral de un anillo de retenciéon que tiene un parche de microagujas dispuesto
en el mismo, de acuerdo con la invencion.

La Figura 5 es una vista en perspectiva del retén mostrado en la Figura 4.
La Figura 6 es una vista detallada en perspectiva de un aplicador y un retén, de acuerdo con la invencion.

La Figura 7 es una fotografia SEM de un parche de microagujas recubiertas con glucagén de acuerdo con las reali-
zaciones de la invencion.

Las Figuras 8A y 8B son representaciones esquematicas del procedimiento de recubrir con formulaciones de gluca-
gon parches de microagujas de acuerdo con una realizacion de la invencion.

La Figura 9 es una grafica del tiempo frente a la viscosidad que compara el tiempo de gelificacion de las formulacio-
nes de glucagon utilizando diversos agentes estabilizantes preparados segun el Ejemplo 1.

La Figura 10 es una grafica del tiempo frente a la viscosidad que compara el tiempo de gelificacion de las formula-
ciones de glucagoén utilizando diversas concentraciones de los agentes estabilizantes de liso-miristoil fosfatidilcolina
(LMPC) preparados segun el Ejemplo 2.

La Figura 11 es una grafica del tiempo frente a la viscosidad que compara el tiempo de gelificacion de las formula-
ciones de glucagon con y sin glutamina, preparadas segun el Ejemplo 3.

La Figura 12 es una grafica del tiempo frente a la viscosidad que compara el tiempo de gelificacion de las formula-
ciones de glucagén con acido metanoico o tartarico, preparadas segun el Ejemplo 4.

La Figura 13 es una grafica del tiempo frente a la pureza que compara la estabilidad de las formulaciones de gluca-
gon con glutamina, LMPC y acido metanoico o tartarico, preparadas segun el Ejemplo 5 a 25°C y 40°C.

La Figura 14 es una grafica del tiempo frente a la pureza que compara la estabilidad de las formulaciones de gluca-
gon con glutamina, decanoil sacarosa y acido metanoico o tartarico, preparadas segun el Ejemplo 6 a 25°C y 40°C.

La Figura 15 es una grafica que compara la farmacocinética de las formulaciones de glucagon sobre el parche de
microagujas, preparadas de acuerdo con una realizacion de la invencion, frente a la inyeccion subcutanea en el
conejillo de indias sin pelo, que se detalla en el Ejemplo 7.

La Figura 16 es una grafica que compara la pureza frente al tiempo para la Formulaciéon 1. La grafica muestra la
estabilidad de los sistemas de glucagon, en donde la matriz de titanio se habia recubierto con la Formulacion 1 con
0,5 mg de glucagén, ensamblada con un anillo de retencion de policarbonato con un agente desecante comoldeado
y un parche adhesivo de 5 cm? y sellada térmicamente en una bolsa de papel de aluminio purgada con nitrégeno.

La Figura 17 es una grafica que compara la pureza frente al tiempo para la Formulaciéon 2. La grafica muestra la
estabilidad de los sistemas de glucagdn, en donde la matriz de titanio se habia recubierto con la Formulacion 1 con
0,5 mg de glucagén, ensamblada con un anillo de retencion de policarbonato con un agente desecante comoldeado
y un parche adhesivo de 5 cm? y sellada térmicamente en una bolsa de papel de aluminio purgada con nitrégeno.
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La Figura 18 muestra los espectros de UV lejano (FUV) y dicroismo circular (CD) para glucagon extraido del Parche
C y del Parche D. Los parches de glucagon ZP se evaluaron para analizar la fibrilacion del glucagén mediante CD
después de la disolucion de glucagon. Estos espectros de CD son compatibles con un péptido de tipo de glucagén
en una conformacién predominantemente a-helicoidal como un trimero soluble o un monémero helicoidal soluble, a
diferencia de la estructura rica en lamina 3 en las fibrillas de glucagdén. Como todavia hay una cantidad significativa
de estructura de espiral aleatoria, esto también es compatible con el glucagén monomeérico.

Descripcion detallada de realizaciones especificas

Definiciones. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta descrip-
cion y las reivindicaciones adjuntas, tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto ordina-
rio en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Un alquil sacarido de acuerdo con la invencion significa un compuesto que comprende un resto carbohidrato del tipo
R-CyHay+-0y, en donde x e y son niumeros enteros que varian de 3-12, z es un numero que varia de -1 a 1, R puede
ser un hidrogeno o un alquilo lineal o ramificado C1-C22 o grupos alquilo saturados o parcialmente insaturados,
incluyendo metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octil-, nonil-, decil-, undecil-, dodecil-, tridecil-, tetrade-
cil-, pentadecil-, hexadecil-, heptadecil-, octadecil-, nonadecil-, eicosanil-, heneicosanil-, docosanil-, etoil-, propoil-,
butoil-, pentoil-, hexoil-, heptoil-, capriloil-, caproil-, lauroil-, miristoil-, palmitoil, estearoil-, araquidoil-, behenoil-, miris-
toleoil-, palmitoleoil-, oleoil-, linoleoil-, linolenocil- y araquidoneoil-; y el carbohidrato puede ser un resto de glucosa,
dextrosa, maltosa, galactosa, lactosa, sacarosa, fructosa o ribosa. Un alquil sacarido preferido es decanoil sacarosa.

Un tensioactivo catidnico de acuerdo con la invencion significa un compuesto seleccionado a partir de una fosfatidil-
colina y liso fosfatidilcolina, incluyendo liso-miristoil fosfocolina (LMPC).

Un acido organico significa acidos presentes en la naturaleza, incluyendo los acidos metanoico (férmico), acético,
caproico, tartarico, citrico, benzoico, lactico, propidnico, sérbico, maldnico, malico, glicélico y gluconico.

Un diluyente farmacéuticamente aceptable significa agua con o sin tampones, sales y similares.

El término "transdérmico” significa la administracion de un agente en y/o a través de la piel para una terapia local o
sistémica.

La expresion "flujo transdérmico” significa la tasa de administracion transdérmica.

El término "coadministracion”, tal y como se usa en esta memoria, significa que uno o unos agentes complementa-
rios se administran por via transdérmica, ya sea antes de que se administre el agente, antes y durante el flujo trans-
dérmico del agente, durante el flujo transdérmico del agente, durante y después del flujo transdérmico del agente,
y/o después del flujo transdérmico del agente. Ademas, se pueden recubrir los microsalientes con dos o mas agen-
tes dando lugar a una coadministracion de los agentes.

La expresion "agente bioldgicamente activo" o "agente activo" tal y como se usa en esta memoria, se refiere a un
compuesto de materia o una mezcla que contiene un farmaco que es farmacolégicamente eficaz cuando se adminis-
tra en una cantidad terapéuticamente eficaz.

La expresion "cantidad bioldgicamente eficaz" o "tasa biolégicamente eficaz" se utiliza cuando el agente bioldgica-
mente activo es un agente farmacéuticamente activo y se refiere a la cantidad o a la tasa del agente farmacoldgica-
mente activo necesaria para efectuar el efecto terapéutico deseado, con frecuencia beneficioso. La cantidad de
agente empleada en los recubrimientos sera la cantidad necesaria para administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz del agente para conseguir el resultado terapéutico deseado. En la practica, esto variara ampliamente depen-
diendo del agente farmacolégicamente activo particular que esta siendo administrado, el sitio de administracion, la
gravedad de la afeccion a tratar, el efecto terapéutico deseado y la disolucidn y la cinética de liberacion para la ad-
ministracion del agente desde el recubrimiento en los tejidos de la piel. No resulta util definir un intervalo preciso
para la cantidad terapéuticamente eficaz del agente farmacolégicamente activo incorporado en las microagujas y
administrado por via transdérmica, de acuerdo con los métodos descritos en este documento.

El término "estabilidad" se refiere a la propiedad de una formulacidon para conservar su nivel de pureza (% (p/p)),
dentro de un 3% de su nivel de pureza de partida después de un periodo de tiempo, preferiblemente 0-24 meses, 0-
12 meses o 0-6 meses; a una temperatura de 0-50°C, preferentemente 4-42°C, mas preferiblemente 25-40°C; y a
una humedad relativa (HR) de 0-100%, preferiblemente 25-85%, mas preferiblemente 60-75%. El término "microagu-
jas" se refiere a elementos de perforacion que estan adaptados para perforar o cortar a través del estrato cérneo
hasta la capa epidérmica subyacente, o capas de la epidermis y dermis, de la piel de un animal vivo, particularmente
un ser humano. Normalmente los elementos de perforacién tienen una longitud de hoja de menos de 500 um y pre-
feriblemente menos de 400 um. Los microsalientes tienen normalmente una anchura de aproximadamente 50 a 200
pgm y un espesor de aproximadamente 5 a 50 ym. Los microsalientes pueden tener diversas formas, tales como
agujas, agujas huecas, cuchillas, pivotes, punzones y combinaciones de las mismas.

La expresion "matriz de microagujas” o "parche de microagujas” tal y como se usa en esta memoria, se refiere a un
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sustrato que es portador de una pluralidad de microagujas dispuestas en una matriz para perforar el estrato cérneo.
El parche de microagujas se puede formar mediante el grabado o punzonado de una pluralidad de microagujas des-
de una lamina delgada y el plegado o doblado de las microagujas fuera del plano de la lamina para formar una con-
figuracion tal como la mostrada en la Figura 1. El parche de microagujas también se puede formar de otras maneras
conocidas, tales como mediante la formacion de una o varias tiras que tienen microagujas a lo largo de un borde de
cada una de la o las tiras, como se describe en el documento patente de EE.UU. n° 6.050.988 de ALZA Corporation.
El parche de microagujas también puede incluir agujas huecas que retienen un agente farmacoldgicamente activo
Seco.

Las formulaciones liquidas y sdlidas secas de acuerdo con la invencion para aplicar a los parches de microagujas se
preparan segun los procedimientos generales de la publicacion Pharm. Res. 27, 303-313 (2010). Una formulacion de
glucagoén liquido que contiene un tensioactivo, un aminoacido y un acido organico se prepara de acuerdo con el
siguiente procedimiento a modo de ejemplo. Se afiaden trescientos mg de glucagén a 1,5 mL de solucion madre que
contiene 50 mg/mL de acido tartarico, 50 mg/mL de glutamina y 100 mg/mL de agente tensioactivo. La suspension
resultante se mezcla a continuacion durante 2-3 horas o hasta que se obtenga una solucién transparente de la for-
mulacién liquida.

Una formulacién farmacéutica liquida de acuerdo con la invenciéon puede contener 15-20% (p/p) de glucagén, 7,5-
10% (p/p) de un agente estabilizante seleccionado a partir del grupo que consiste en un tensioactivo catiénico o
alquil sacarido, 3,75-5% (p/p) de un aminoacido; 3,75-5% (p/p) de un &cido organico y un diluyente farmacéutica-
mente aceptable. El pH de la formulacion se ajusta a un valor entre 2 y 3.

La formulacion farmacéutica seca sobre los parches recubiertos, listos para envasar, de acuerdo con la invencion,
puede contener 40-50% (p/p) de glucagén, 20-25% (p/p) de un agente estabilizante seleccionado a partir de o bien
un tensioactivo catiénico o un alquil sacarido, 10-12,5% (p/p) de un aminoacido, 10-12,5% (p/p) de un &cido organi-
co. El pH de la formulacién es de 2 a 3.

El tensioactivo puede ser un fosfolipido catidnico tal como liso-miristoil fosfatidilcolina. El alquil sacarido puede ser
sacarosa con una cadena de alquilo C8-C12 tal como decanoil sacarosa. El aminoacido puede ser glutamina o glici-
na. El acido organico puede ser acido metanoico o acido tartarico.

Las realizaciones de la presente invencion proporcionan una formulacion que contiene un agente biolégicamente
activo, glucagén, que cuando ha recubierto y se ha secado sobre una o varias microagujas de un parche de micro-
agujas, tal y como se muestra en la Figura 1, forma un recubrimiento estable con una mayor solubilizacién del far-
maco después de la insercion en la piel para una liberacion veloz en el torrente sanguineo del paciente y un comien-
zo rapido del tratamiento. Haciendo referencia a la Figura 1, las realizaciones de la presente invencion incluyen un
dispositivo 22 que tiene una pluralidad de microagujas 24 que perforan el estrato cérneo que se extiende bajo las
mismas. Las microagujas estan adaptadas para perforar a través del estrato coérneo hasta la capa epidérmica sub-
yacente, o las capas de la epidermis y la dermis, pero no penetran tan profundamente como para alcanzar los lechos
capilares y causar una hemorragia significativa. Haciendo referencia a la Figura 2, las microagujas son portadoras
de un recubrimiento 26 de la formulacidon seca del agente biolégicamente activo, glucagon. Al perforar la capa del
estrato corneo de la piel, el recubrimiento es disuelto por los fluidos corporales (fluidos intracelulares y fluidos extra-
celulares tales como el fluido intersticial) liberando de este modo el agente biolégicamente activo, glucagén, en la
piel para una absorcion en la corriente sanguinea.

El recubrimiento soélido se obtiene mediante el secado de una formulacién liquida sobre las microagujas, tal y como
se describe en el documento patente de EE.UU. n°® 7.537.795 de ALZA Corporation. La formulacién liquida es gene-
ralmente una formulaciéon acuosa. En un recubrimiento sélido sobre un parche de microagujas, el farmaco esta pre-
sente normalmente en una cantidad de 1-2 mg por dosis unitaria. Con la adicion de los agentes de formulacion, la
masa total del recubrimiento sélido es menor de 4 mg por dosis unitaria. La matriz de microagujas 22 normalmente
esta presente sobre un adhesivo 30 con un soporte 40 como se muestra en la Figura 3, que esta fijado a un anillo de
retencion polimérico desechable 50 como se muestra en las Figuras 4 y 5. Este conjunto se envasa individualmente
en una bolsa o una cubierta polimérica. El parche de microagujas 22 se aplica sobre la piel de un paciente con el
uso de un dispositivo de despliegue 60, que se muestra en la Figura 6, sobre el que esta montado el anillo de reten-
cion 50 con el parche de microagujas 22. El dispositivo de despliegue se presiona, desprendiéndose el parche 22
desde el anillo de retencién y empujando las microagujas 24 dentro de la piel del paciente. Alternativamente, el par-
che se puede montar en un aplicador de un solo uso, listo para que lo aplique el paciente, como se describe en el
documento de solicitud de patente de EE.UU., 61/864.857 presentado el 12 de agosto de 2013.

Los parches de microagujas recubiertos para la administracion de glucagén se pueden preparar del modo siguiente.
Los recubrimientos sobre las microagujas se pueden realizar por una variedad de métodos conocidos tales como
recubrimiento por inmersién o pulverizacion. El recubrimiento por inmersion consiste en sumergir parcial o totalmen-
te las microagujas en una formulacién preparada de acuerdo con la invencion. Alternativamente, se puede sumergir
el dispositivo entero en la formulacion. En muchos casos, puede ser preferible recubrir solo las puntas de las micro-
agujas. Los aparatos y métodos para el recubrimiento de la punta de microagujas se describen en el documento
patente de EE.UU. n°® 6.855.372 de ALZA Corporation.
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Un esquema del procedimiento se muestra en la Figura 8A. El aparato para el recubrimiento solo aplica recubrimien-
tos a las propias microagujas y no sobre el sustrato que proyecta las microagujas. Una formulacién liquida 10 prepa-
rada de acuerdo con la invencion se coloca en un depdsito 12. Un tambor giratorio 14 esta sumergido parcialmente
en el liquido y se hace girar. El liquido 10 forma una pelicula delgada sobre el tambor de recubrimiento 16. Una
cuchilla 18 controla el espesor de la pelicula para que coincida con la longitud de las microagujas o ajusta la dosifi-
cacion sobre los parches. Un deslizador 20 que es portador del sustrato 22 con las microagujas 24 se coloca en el
tambor 14 de manera que las microagujas 24 se bafian o se sumergen en la pelicula 16 (que se muestra en la sec-
cion en la Figura 8B). A medida que el tambor 14 gira, el sustrato 22 se mueve de un lado a otro como para recubrir
las microagujas de forma secuencial. El proceso se puede realizar de una manera continua, introduciendo una serie
de sustratos en el aparato. El proceso se puede repetir para aumentar el espesor de los recubrimientos y de este
modo variar la dosificacion de los parches. Esta técnica de recubrimiento tiene la ventaja de formar un recubrimiento
liso que no se desplaza facilmente de las microagujas durante la perforacion de la piel. Otras técnicas de recubri-
miento tales como técnicas de pulverizacion o impresién de microfluidos se pueden utilizar para depositar con preci-
sion un recubrimiento sobre las microagujas 24.

La dosificacion del glucagon sobre los parches de microagujas se puede controlar mediante la variacion de una serie
de caracteristicas, tales como el tamafio del parche, el tamafio de las microagujas, el espesor del recubrimiento
sobre las microagujas y el area superficial de los recubrimientos sobre las microagujas. Los parches se pueden
preparar por lo tanto para la administracion transdérmica de glucagon en los intervalos de dosis y dosis siguientes:
0,25-2,0 mg/parche, preferiblemente 0,5-1,0 mg/parche; el tamafio del parche puede ser de 5 cm? a 10 cm? con una
matriz de microagujas de 2,5 cm? a 8 cm?. El tratamiento de niveles bajos de azlcar en sangre en un paciente puede
requerir la aplicacion de un parche por incidente. También se puede requerir la aplicacion de varios parches de for-
ma simultanea o secuencial hasta que el nivel de azicar en sangre ha alcanzado el intervalo normal de concentra-
cion en suero de glucosa.

Las técnicas para la aplicacion de los parches sobre la piel se han descrito en el documento de patente de EE.UU.
n°® 6.855.131. Para aplicar un parche de microagujas de acuerdo con la presente invencion, un envoltorio de papel
de aluminio estéril que contiene el parche cargado con glucagén en un aplicador para un Unico uso, listo para el
empleo. El extremo proximal del sistema de parche/aplicador se presiona contra la piel para activar la liberacién del
parche sobre la piel. Al cabo de 1-30 minutos, el glucagén se libera completamente desde el parche. A continuacion,
el parche se puede retirar y desechar.

La estabilizacion fisica, especialmente minimizando la exposicion de las formulaciones de agentes biolégicamente
activos a lo largo del tiempo a la oxidacion y la hidrdlisis, es una etapa importante para asegurar la eficacia de los
agentes terapéuticos, en particular cuando el modo de administracion del agente terapéutico es mediante un disposi-
tivo de administracion transdérmica que tiene una pluralidad de microagujas recubiertas con un agente que contiene
un recubrimiento biocompatible.

Por lo tanto, la preparacion y/o el envasado de las formulaciones en una atmdsfera inerte seca o un vacio parcial,
sustancialmente exento de oxigeno y agua, reduce sustancialmente o elimina un deterioro indeseable del agente
biolégicamente activo.

Las formulaciones de la presente invencion muestran una estabilidad superior y han demostrado conservar una
pureza sustancial después de un almacenamiento de hasta seis meses, cuando se almacenan bajo diversas condi-
ciones de temperatura y humedad relativa. Ademas, las formulaciones de la presente invencién han demostrado que
permanecen en una conformacion predominantemente a-helicoidal como un trimero soluble o un monémero soluble
o soluble helicoidal, en contraposicién a las estructuras ricas en lamina  que se encuentran en las fibrillas de gluca-
gon. La estabilidad superior y la limitada formacion de fibrillas de las formulaciones presentadas en este documento,
ofrecen una mejora significativa sobre la terapéutica con glucagén actualmente disponible.

En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracion, de agentes biolégica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompati-
ble, que se prepara y/o envasa en una atmosfera inerte seca, preferiblemente de nitrdgeno o argén.

En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracion, de agentes biolégica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompatible
que recubre al menos una microaguja que perfora el estrato cérneo, preferiblemente una pluralidad de microagujas
que perforan el estrato corneo, de un dispositivo de administracion de microagujas, y se prepara y/o envasa en una
atmosfera inerte seca, preferiblemente de nitrogeno o argoén.

En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracién, de agentes bioldgica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompati-
ble, que se prepara y/o envasa en una atmosfera inerte seca, preferiblemente de nitrdgeno o argén, y en presencia
de un agente desecante.
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En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracion, de agentes biolégica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompati-
ble, que se prepara y/o envasa en una camara revestida con papel de aluminio en una atmosfera inerte seca, prefe-
riblemente de nitrégeno y un agente desecante.

En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracién, de agentes biolégica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompati-
ble, que se prepara y/o envasa en un vacio parcial.

En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracién, de agentes biolégica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompati-
ble, que se prepara y/o envasa en una atmosfera inerte seca, preferiblemente de nitrégeno o en un vacio parcial.

En una realizacion, las composiciones, y los métodos para la formulacion y la administracién, de agentes bioldgica-
mente activos son particularmente adecuados para la administracion transdérmica usando un dispositivo de adminis-
tracion con microagujas, en el que los agentes bioldgicamente activos se incluyen en un recubrimiento biocompati-
ble, que se prepara y/o envasa en una camara revestida con papel de aluminio que tiene una atmodsfera inerte seca,
preferiblemente de nitrégeno y un agente desecante.

Ejemplos
Materiales y Procedimientos Generales

El glucagon fue adquirido en BACHEM vy fue producido por sintesis quimica con una pureza del 98,8% (p/p). Las
formulaciones de glucagon se prepararon siguiendo los procedimientos de la publicaciéon Pharm. Res. 27, 303-313
(2010). Se prepar6 una formulacion liquida que contenia un tensioactivo, un aminoacido y un acido organico. Se
afadieron trescientos mg de glucagén a 1,5 mL de solucidon madre que contenia 50 mg/mL de acido tartarico, 50
mg/mL de glutamina y 100 mg/mL de tensioactivo. A continuacion se mezclé la suspension resultante durante 2-3
horas o hasta que se obtuvo una solucién transparente de la formulacién liquida.

Las pruebas de estabilidad fisica de las formulaciones liquidas de glucagén se llevaron a cabo utilizando un reéme-
tro (modelo CVOR150, Bohlin Instrument, Cranbury, NJ) configurado con una geometria de cono y placa (un angulo
de cono de 1° y un radio de 10 mm). Setenta pL de la formulacién liquida de glucagon se utilizaron para cada expe-
rimento. Para determinar el punto de gelificacion de una formulacion liquida de glucagon particular, la muestra se
sometié a cizallamiento a 2667 s y las viscosidades se registraron cada 30 segundos. El punto de gelificacion se
observo en la inflexion de la curva de la viscosidad frente al tiempo, es decir, en el punto en que se observé un rapi-
do aumento de la viscosidad.

Ejemplo 1: Estudio del efecto de los tensioactivos sobre la estabilidad fisica de las formulaciones liquidas de gluca-
gon.

Un resumen de las diversas formulaciones se muestra a continuacién en la Tabla 1. Una comparacién de los perfiles
de gelificacion entre las formulaciones se muestra en la Figura 9 y los resultados de punto de gelificacion se mues-
tran en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1:

Formulacion/Tensioactivo| Glucagon Tensioactivo Glutamina Acido organico | Punto(s) de gelifi-
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) cacion

Decanoil sacarosa 200 100 N/A 50 1800

LMPC 200 100 N/A 50 1800

Polisorbato 20 200 2 N/A 50 1300

En un liquido sometido a una tasa de cizallamiento fija, su viscosidad debe ser constante en el tiempo al principio y
luego aumentar rapidamente, lo que indica el punto de gelificacién. Cuanto mas tiempo se tarda en gelificar, menor
es la tendencia a la gelificacion de una formulacion. Los perfiles de viscosidad para las tres formulaciones que incor-
poran decanoil sacarosa, LMPC o polisorbato 20 como tensioactivo se presentan en la Figura 9. Las tres formulacio-
nes se sometieron a cizallamiento con una tasa de cizallamiento de 2667 s™' a 8°C. El punto de inflexion (en donde
la viscosidad empieza a aumentar) es de 1800 segundos, tanto para las formulaciones de decanoil sacarosa como
de LMPC y 1300 segundos para la formulacion de polisorbato 20. Se sugiere que las formulaciones de decanoil
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sacarosa y LMPC son menos propensas a la gelificacion.

Ejemplo 2: Estudio del efecto de la concentracion del tensioactivo sobre la estabilidad fisica de las formulaciones
liquidas de glucagoén.

Un resumen de las diversas formulaciones se muestra en la Tabla 2 a continuaciéon. Una comparacion de los perfiles
de gelificacién entre las formulaciones se muestra en la Figura 10 y los resultados de punto de gelificacion se mues-
tran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2:
Formulacion Glucagoén Tensioactivo Glutamina Acido organico Punto(s) de gelifica-
Glucagén:LMPC (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) cion
1:1 200 200 50 50 2200
1:0,5 200 100 50 50 2200
1:0,25 200 50 50 50 1200

Resultados: Los perfiles de viscosidad para las tres formulaciones que incorporan concentraciones de LMPC a 50
mg/mL, 100 mg/mL y 200 mg/mL se presentan en la Figura 10. Las tres formulaciones se sometieron a cizallamiento
con una tasa de cizallamiento de 2667 s a 8°C. El punto de inflexion (en donde la viscosidad empieza a aumentar)
es de 2200 segundos para las formulaciones que contienen concentraciones de LMPC de 100 mg/mL y 200 mg/mL
(a una concentracion constante de glucagén de 200 mg/mL) y de 1200 segundos para la formulaciéon que contiene
LMPC a una concentracion de 50 mg/mL. Esto sugiere que se requiere una concentracion minima de LMPC de 100
mg/mL (a una concentracion de glucagon de 200 mg/mL) para una formulacion que es menos susceptible a la gelifi-
cacion.

Ejemplo 3: Estudio del efecto de la glutamina sobre la estabilidad fisica de las formulaciones liquidas de glucagon.

Un resumen de las diversas formulaciones se muestra en la Tabla 3 a continuaciéon. Una comparacién de los perfiles
de gelificacion entre las formulaciones se muestra en la Figura 11 y los resultados de punto de gelificacion se mues-
tran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3:
Formulacion/Aminoacido| Glucagon Tensioactivo Glutamina Acido organico | Punto(s) de gelifi-
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) cacion
Sin 200 100 N/A 50 1400
Con glutamina 200 100 50 50 2200

Resultados: Los perfiles de viscosidad para las dos formulaciones que evaltuan el efecto de la glutamina se presen-
tan en la Figura 11. Las dos formulaciones se sometieron a cizallamiento con una tasa de cizallamiento de 2667 s™' a
8°C. El punto de inflexion (en donde la viscosidad empieza a aumentar) es de 2200 segundos para la formulacion
que contiene glutamina y 1400 segundos para la formulacidon que no contiene glutamina. Este resultado indica que
se requiere glutamina para una formulacién que es menos susceptible a la gelificacion.

Ejemplo 4: Estudio del efecto del acido organico sobre la estabilidad fisica de las formulaciones liquidas de gluca-
gon.

Una comparacion de los perfiles de gelificacion entre las formulaciones se muestra en la Figura 12 y los resultados
de punto de gelificacién se muestran en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4:

Formulacion Glucagoén LMPC Glutamina Acido organico | Punto(s) de gelifica-

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) cion
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Formulacion Glucagoén LMPC Glutamina Acido organico | Punto(s) de gelifica-
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) cion
Acido metanoico 200 100 50 50 2200
Acido tartarico 200 100 50 50 2200

Los perfiles de viscosidad para las dos formulaciones que evalian el efecto del acido tartarico y el acido metanoico,
se presentan en la Figura 12. Las dos formulaciones se sometieron a cizallamiento con una tasa de cizallamiento de
2667 s a 8°C. El punto de inflexién (en donde la viscosidad empieza a aumentar) es de 2200 segundos para ambas

5 formulaciones. Este resultado indica que el acido metanoico y el acido tartarico no afectan negativamente a la esta-
bilidad fisica de las formulaciones de glucagoén.

Ejemplo 5: Estabilidad de los recubrimientos de glucagén en parches de microagujas, efecto del acido organico con
LMPC.

Un resumen de las diversas formulaciones se muestra en la Tabla 5 a continuacion.

10 La pureza del recubrimiento de glucagén se midié a dos temperaturas: 25°C y 40°C. La comparacioén entre las for-
mulaciones se muestra en la Figura 13 y los resultados se muestran en las Tablas 6 y 7 a continuacion. Estos resul-
tados demuestran que la formulacion que contiene acido tartarico muestra una mayor estabilidad después de tres
meses que la formulacion con acido metanoico, tanto a temperaturas de 25°C como de 40°C.

Tabla 5:
Formulacion Glucagén (mg/mL) LMPC (mg/mL) Glutamina (mg/mL) Acido organico %
A (Acido metanoico) 200 100 50 5
C (Acido tartarico) 200 100 50 5
15
Tabla 6: Formulacion A
% (p/p) de pureza
Tiempo (meses)
25°C 40°C

0 99,1% + 0,3 99,1+0,3
1 98,4+0,5 95,7+1,5
3 97,5+ 0,1 94,5+0,6

Tabla 7: Formulacién C

% (p/p) de pureza
Tiempo (meses)
25°C 40°C
0 99,6% + 0,13 99,6 + 0,13
1 99,6 + 0,13 99,4 + 0,02
3 99,6 + 0,03 99,4 + 0,06
20 Ejemplo 6: Estabilidad de los recubrimientos de glucagén sobre parches de microagujas, efecto del acido organico

con decanoil sacarosa.

10
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Un resumen de las diversas formulaciones se muestra en la Tabla 8 a continuacion.

La pureza del recubrimiento de glucagén se midié a dos temperaturas: 25°C y 40°C. La comparacioén entre las for-
mulaciones se muestra en la Figura 14 y los resultados se muestran en las Tablas 9 y 10 a continuacién. Estos re-
sultados demuestran que la formulacién que contiene acido tartarico muestra una mayor estabilidad después de un

5 mes que la formulacién con acido metanoico a ambas temperaturas.
Tabla 8:
Formulacion Glucagén (mg/mL) | Decanoil sacarosa (mg/mL) | Glutamina (mg/mL) | Acido organico %
B (Acido metanoico) 200 100 50 5
D (Acido tartarico) 200 100 50 5

Tabla 9: Formulacién B

% (p/p) de pureza
Tiempo (meses)

25°C 40°C
0 99,5% + 0,19 99,5+ 0,19
1 98,2 + 0,06 92,9+ 0,31
3 92,9+ 0,31 92,4 +0,17

10 Tabla 10: Formulacién D

% (p/p) de pureza
Tiempo (meses)

25°C 40°C
0 99,7% +0,0 99,7+0,0
1 99,6 £ 0,02 99,5+ 0,05
3 99,4 + 0,07 99,2 + 0,06

Ejemplo 7: Estudio farmacocinético de parches de microagujas recubiertas con glucagén en comparacién con una
inyeccion subcutanea.

La administracion in vivo de glucagon se realizé en un modelo de cobaya sin pelo siguiendo los protocolos para

15 animales aprobados por el comité “Institutional Animal Care and Use Committee” (IACUC). Las formulaciones C y D
se recubrieron sobre los parches con microagujas a 0,5 mg/3 cm?. Los parches se aplicaron sobre la piel y se retira-
ron después de 1 hora. Una inyeccion subcutanea (SC) de glucagon se preparé de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Lilly - Glucagon Rescue Kit®). Tanto el parche como la inyeccién se administraron a una dosis de 1
mg/kg.

20 Como se muestra en la Figura 15, los recubrimientos con la formulacién C y D proporcionan una liberacion rapida y
elevada de glucagon tal y como se mide en los niveles séricos. La Tabla 11 muestra que la biodisponibilidad de la
administracion de glucagén con el parche de microagujas recubiertas con la formulacién C o D, es un 83% y 86%,
respectivamente, de la observada con la inyeccion SC. Esto indica que las formulaciones de glucagén se pueden
volver a solubilizar eficazmente en la piel y el glucagén administrado es comparable a la inyeccion de glucagén dis-

25 ponible comercialmente.

Tabla 11:
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; Dosis por kg de Eficacia de la ) . ) . .
Tratamiento Dosis peso corporal administracion Tmax media Cmax media | AUC, media
(nug)/Animal (ug/ka) (%) (minutos) (ng/mL) (ng - h/ml)
Inyeccién SC 424 1000 N/A 9 95 91
Parche de Glucagon
ZP,C
0,5 mg/3 cm? 497 956 69 13 135 76
Parche de Glucagon
ZP,D
0,5 mg/3 cm? 536 957 65 10 202 79

Las realizaciones de la invencién descritas anteriormente se entiende que son meramente ejemplares; numerosas
variaciones y modificaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Todas esas variaciones y modificacio-
nes se entiende que estan dentro del alcance de la presente invencion, tal y como se define en cualquiera de las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 8: Estabilidad de los recubrimientos de glucagén sobre un parche de microagujas

Se prepararon dos formulaciones liquidas de glucagén. La Formulacion 1 comprende 200 mg/mL de glucagoén, 100
mg/mL de LMPC (1-miristoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina), 50 mg/mL de glutamina y 50 mg/mL de acido tartari-
co; la Formulacion 2 comprende 200 mg/mL de glucagén, 100 mg/mL de decanoil sacarosa (DS), 50 mg/mL de glu-
tamina y 50 mg/mL de acido tartarico.

Se recubrié una matriz de microagujas con cada formulacion liquida de glucagon usando un método de recubrimien-
to por inmersion. Después de recubrir con glucagén, se prepararon los sistemas para estudios de estabilidad, usan-
do componentes de parche que implicaban un anillo de retencion de policarbonato con un agente desecante comol-
deado y un parche adhesivo de 5 cm?. El parche recubierto se termosell6 en una bolsa de papel de aluminio purgada
con nitrégeno. Los sistemas finales se almacenaron bajo dos condiciones, 25°C/60% de humedad relativa (HR) y
40°C/75% de HR. Los parches recubiertos se evaluaron en tanto a la pureza en momentos determinados, inicial, 1
mes, 3 meses y 6 meses.

Se empled una RP-HPLC para cuantificar la pureza del glucagén. Las impurezas relacionadas con el glucagon se
separaron del glucagén natural usando una columna C18 ACE (3,0 mm ID x 150 mm, 3 pym) mantenida a 45°C. El
glucagon eluido se detecté mediante UV a 214 nm. La fase movil implicaba una elucién en gradiente. La fase movil
A comprendia un 80% de tampédn fosfato 0,15 M a pH = 2,7, un 20% de acetonitrilo; la fase mévil B comprendia un
60% de agua y un 40% de acetonitrilo. La cromatografia se realizé con un sistema de HPLC (Waters 2695 Alliance,
Milford MA) provisto de una bomba binaria, un cargador de muestras automatico termostatizado, un compartimento
de columna termostatizado y un PAD 996. Los datos fueron recogidos y analizados empleando Empower.

Los datos de estabilidad se muestran en las Figuras 16 y 17 para las Formulaciones 1 y 2 respectivamente. La Tabla
12 resume los datos de pureza de las dos formulaciones en las dos condiciones de almacenamiento. En las condi-
ciones aceleradas de 40°C/75% de HR y cuando se almacenaban a 25°C/60% de HR, el glucagén conservaba una
excelente estabilidad dentro del periodo de estudio.

Tabla 12: Resumen de los datos de estabilidad de los sistemas recubiertos con glucagén

Formulacion Composicion de la Formulacion Tempieratura Pureza del glucagon (% (p/p))
(cantidades respectivas (mg/mL)) C) Inicial 1 mes 3meses | 6 meses
1 Acido tartarico + Glutamina + LMPC 25 99,6 +0,1 99,6 +0,1 |99,6+0,0 99,4+0,14
(50 mg/mL + 50 mg/mL + 100 mg/mL) 40 99,6+ 0,1 99,4+0,0  99,4+0,1/99,0+0,08
Acido tartarico + Glutamina + DS 25 99,7+0,0 99,6 +0,0 | 99,4+0,1|99,4+0,02
’ (50 mg/mL + 50 mg/mL + 100 mg/mL) 40 99,7+0,0 | 99,5+0,1 | 99,2+0,1 |98,8 +0,02

12
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Ejemplo 9: Espectros de dicroismo circular UV lejano de parches recubiertos con glucagon

El Parche C recubierto con la Formulacién 1y el Parche D recubierto con la Formulacién 2, fueron colocados cada
uno en un recipiente de extraccion por separado y se afiadio 1,0 mL de solucién de la disolucion a cada recipiente. A
continuacion, cada solucién se agité durante 2 minutos y se tomd una muestra para la espectroscopia de dicroismo
circular (CD). Cada muestra se analizé también para la DO280 (densidad 6ptica a una longitud de onda de 280 nm)
en una cubeta de cuarzo de 1 mm.

Concentracion de proteina NKTT120 mediante mediciones de la DO280

La concentraciéon de proteina en solucién se determiné mediante la medicion de la DO280. Un coeficiente de extin-
cion se calculd basandose en el peso molecular y las contribuciones de los aminoacidos aromaticos. Todas las me-
diciones se realizaron en un espectrofotémetro Varian Cary 100 UV/Vis. El coeficiente de extincion molar calculado
de 8480 M cm™ se utilizé para determinar un coeficiente de extincion especifico estimado de E2 asi, tcm = 2,43
(basandose en un peso molecular de 3482,8 kDa). Se realizé6 una correccion de la dispersion de la luz restando la
absorbancia a 320 nm.

Espectroscopia del dicroismo circular

Un Modelo Aviv 202 con una celda controlada con temperatura controlada por peltier se utilizé para recoger todos
los espectros de CD. Todos los espectros se recogieron a 25°C en cubetas de cuarzo. Las cubetas de cuarzo se
analizaron usando acido canforsulfénico (CSA) para medir longitudes de trayectoria precisa de todas las celdas
utilizadas. La celda de 0,1 mm se midié a 0,089 mm y la celda de 0,01 mm se midi6 a 0,0165 mm. Todos los espec-
tros de CD se indican en unidades de elipticidad residual media (6) usando un peso molecular de 3482,8 kDa y 29
residuos.

Los espectros de dicroismo circular (CD) de UV lejano (FUV) para glucagon extraido a partir de dos parches (Parche
C y Parche D), mostrados en la Figura 18, son compatibles con un péptido de glucagén en una conformacioén pre-
dominantemente a-helicoidal en forma de un trimero soluble o un monémero helicoidal soluble, a diferencia de la
estructura rica en lamina {3 en las fibrillas de glucagon. Los espectros también son compatibles con un péptido en un
trimero soluble o un monémero helicoidal soluble. Como todavia hay una cantidad significativa de estructura de
espiral aleatoria, esto también es compatible con el glucagéon monomérico.

13
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Listado de secuencias
<110> Zosano Pharma, Inc. Ameri, Mahmoud Daddona, Peter E. Ao, Yi
<120> Formulaciones estables de péptido glucagon
<130> 3910/1202WO

<150>61/868,969
<151>2013-08-22

<160> 1

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211>29

<212>PRT
<213> Homo sapiens

<400>1
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacién farmacéutica liquida que comprende
a. 15-20% (p/p) de glucagon;
b. 7,5-10% (p/p) de un agente estabilizante seleccionado a partir de un tensioactivo catiénico o neutro;
c. 3,75-5% (p/p) de un aminoécido seleccionado a partir del grupo que consiste en glutamina y glicina;
d. 3,75-5% (p/p) de un acido organico seleccionado a partir del grupo que consiste en acido metanoico, acido
etanoico, acido tartarico, acido malénico, acido glicdlico, acido malico, acido glucénico, acido citrico, acido ca-
proico, acido benzoico, acido lactico, acido propioénico y acido soérbico; y
e. un diluyente farmacéuticamente aceptable; y

en donde la formulacion tiene un pH entre 2 y 3.

2. La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en donde la formulacion tiene una viscosidad en el interva-
lo de 20-200 cP.

3. Una formulacién farmacéutica solida que comprende
a. 40-50% (p/p) de glucagén;
b. 20-25% (p/p) de un agente estabilizante seleccionado a partir de un tensioactivo catiénico o neutro;
c. 10-12,5% (p/p) de un aminoacido seleccionado a partir del grupo que consiste en glutamina y glicina;
d. 10-12,5% (p/p) de un acido organico seleccionado a partir del grupo que consiste en acido metanoico, acido
etanoico, acido tartarico, acido malénico, acido glicdlico, acido malico, acido glucénico, acido citrico, acido ca-
proico, acido benzoico, acido lactico, acido propidénico y acido soérbico; y

en donde la formulacion tiene un pH entre 2 y 3.

4. La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que tiene uno o varios de los siguientes
casos:

(i) en donde el tensioactivo es un fosfolipido, en donde el fosfolipido es preferiblemente liso-miristoil fosfatidilco-
lina,

(i) en donde el tensioactivo es decanoil sacarosa,
(iii) en donde el aminoacido es glutamina,

(iv) en donde el acido organico se selecciona a partir del grupo que consiste en acido metanoico y acido tartari-
co,

(v) en donde el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es glutamina y el acido organico es acido tar-
tarico,

(vi) en donde el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es glutamina y el acido organico es acido me-
tanoico,

(vii) en donde el tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el aminoacido es glutamina y el acido organico es
acido tartarico, o

(viii) en donde el tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el aminoacido es glutamina y el acido organico es
acido metanoico.

5. La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde se aplica uno o varios de los
siguientes casos:

(i) en donde el tensioactivo es un fosfolipido, en donde el fosfolipido es preferiblemente liso-miristoil fosfatidilco-
lina,

(ii) en donde el tensioactivo se selecciona a partir del grupo que consiste en glucosa, sacarosa, trehalosa y
dextrosa, en donde dicho tensioactivo esta sustituido con una cadena de alquilo C8-C12,

(iii) en donde el aminoacido es glicina,
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(iv) en donde el acido organico se selecciona a partir del grupo que consiste en acido metanoico, acido etanoi-
co, acido tartarico, acido malénico, acido glicélico, acido malico, acido glucénico y acido citrico,

(v) en donde el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es glicina y el acido organico es acido meta-
noico,

(vi) en donde el tensioactivo es decanoil sacarosa, el aminoacido es glicina y el acido organico es acido tartari-
co,

(vii) en donde el tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el aminoacido es glicina y el acido organico es aci-
do metanoico, y

(viii) en donde el tensioactivo es liso-miristoil fosfatidilcolina, el aminoacido es glicina y el acido organico es aci-
do tartarico.

6. Un dispositivo médico para la administracion de un agente farmacéutico a través de la piel, comprendiendo el
dispositivo una matriz de microagujas que esta recubierta con una composicion segun cualquiera de las reivindica-
ciones precedentes, siendo portador de una dosis terapéutica de glucagén de 0,25 - 2,0 mg, preferiblemente 0,5 - 1
mg.

7. El dispositivo médico segun la reivindicacion 6, en el que la matriz de microagujas tiene un tamarfio de 2,5 cm? a 8
2
cm?.

8. El dispositivo médico segun la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, que comprende ademas un dispositivo de
despliegue y un anillo de retencién, en donde cuando se presiona el dispositivo de despliegue, la matriz de micro-
agujas se desprende del anillo de retencion.

9. El dispositivo médico segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8, preparado por medio de:

a. un recubrimiento con una formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 sobre la
matriz de microagujas; y

b. un secado de la composicién farmacéutica.

10. El dispositivo médico segun la reivindicacion 9, en donde el recubrimiento se selecciona a partir de:
a: un recubrimiento por inmersion
b: una pulverizacion.

11. La formulacién farmacéutica seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o el dispositivo médico segun cualquie-
ra de las reivindicaciones 6-10, en donde la estabilidad de dicha formulacién farmacéutica se conserva después de
un almacenamiento a una temperatura seleccionada a partir de un intervalo que consiste en (i) de 0-50°C, (ii) 4-42°C
y (iii) 25-40°C y una humedad relativa seleccionada a partir de un intervalo que consiste en (i) de 0-100%, (ii) 25-
85% v (iii) 60-75%.
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