10

15

20

25

WO 2016/172320 1
DESCRIPCION

SISTEMA DE SUMINISTRO DE INSULINA SENSIBLE A LA GLUCOSA

USANDO NANOCOMPUESTOS SENSIBLES A LA HIPOXIA

SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad a y el beneficio
de la Solicitud de Patente Provisional de 1los EE.UU. N.°
62/150, 622, presentada el 21 de abril de 2015, la descripciédn
de la cual se incorpora en el presente documento por referencia

en su integridad.

CAMPO TECNICO

La materia objeto que ahora se desvela se refiere a sistemas
y composiciones, tales como vesiculas, nanoparticulas,
microagujas y matrices de microagujas, para el suministro
sensible a la glucosa de agentes de tratamiento de la diabetes,
tal como insulina y/o derivados bioactivos de la misma. La
materia objeto que se desvela ahora se refiere a procedimientos
de ©preparacidédn de las composiciones vy procedimientos de
suministro de agentes de tratamiento de la diabetes a un sujeto

que lo necesite.

ABREVIATURAS

°C = grados Celsius

% = porcentaje

nl = microlitro

um = micrémetro o micra

us = microsegundos
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tampén fosfato

PBS =
salino

pl = punto isoeléctrico

TA = temperatura ambiente
microscopio

MEB = electrénico de
barrido

STZ = estreptozotocina
microscopio

MET = electrénico de
transmisién

uv = ultravioleta

Zn = zinc

ANTECEDENTES

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizada por la acumulacién de glucosa en sangre. Véase

Pickup y col., Diabetes-Metabolism Research and Reviews, 24,

604-610 (2008); vy Stumvoll vy col., Lancet, 365, 1333-1346

(2005). En el 2014, 387 millones de personas padecen diabetes
en todo el mundo y se estima que el nUmero aumentarda a 592
millones en 2035. Véase Mo y col., Chemical Society Reviews,

43, 3595-3629 (2014); y Tabék y col., Lancet, 379, 2279-2290

(2012) . El1 cuidado tradicional para los diabéticos implica el
control continuo de los niveles de glucosa en sangre y las
consiguientes inyecciones de insulina para mantener la

normoglucemia. Véase Owensy col., Lancet, 358, 739-746 (2001).

Sin embargo, tal autoadministracidédn puede asociarse con dolor

y un control de glucosa limitado. Véase Bratlie y col.,

Advanced Healthcare Materials, 1, 267-284 (2012); y Ravaine vy
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col., Journal of Controlled Release, 132, 2-11 (2008).

En la Gtltima década, se ha intentado realizar el desarrollo
de dispositivos de inyeccidén transdérmica con agujas a micro-

escala para el suministro de insulina. Véase Martanto y col.,

Pharmaceutical Research 21, 947-952 (2004); Narayan, J.

Biomedical Nanotechnology, 10, 2244-2260 (2014); Ling y col.,

Acta Biomaterialia, 9, 8952-8961 (2013); Prausnitz y col.,

Nature Biotechnology, 26, 1261-1268 (2008); y Yang y col.,

Nature Communications, 4, (2013), doi 10.1038/ncomms2715. Sin
embargo, aln existe la necesidad de sistemas de suministro de
insulina adicionales y composiciones relacionadas, en
particular para sistemas de suministro de "bucle cerrado" que
pueden suministrar insulina a un sujeto réapidamente en

respuesta a cambios en glucosa en sangre y con apenas dolor.

SUMARTIO

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona una composicidédn que comprende: (a) un
material polimérico anfifilico, en el que el material
polimérico anfifilico comprende un polimero hidréfilo
conjugado con un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia, en
el que el grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia comprende un
resto sensible a la hipoxia que puede reducirse en la presente
de un entorno hipdéxico para formar un resto hidrdfilo; (b) un
agente de tratamiento de la diabetes, en el que opcionalmente
el agente de tratamiento de la diabetes es una insulina o un
derivado biocactivo de la misma; y (c) un agente oxidante de

glucosa.
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En algunas realizaciones, el polimero hidréfilo es
biodegradable. En algunas realizaciones, el polimero hidrdéfilo
es un poliaminoadcido, tal como acido poliglutédmico, un
copolimero en bloque sintético o un polisacérido, en el que
opcionalmente el polimero hidréfilo es un polisacarido, en el
que opcionalmente de forma adicional el polisacarido es un
glucosaminoglicano. En algunas realizaciones, el polimero

hidréfilo es un acido hialurdnico.

En algunas realizaciones, el resto sensible a la hipoxia
comprende un nitroimidazol. En algunas realizaciones, el grupo
hidrofébico estd unido de forma covalente con el polimero
hidréfilo. En algunas realizaciones, el material polimérico
anfifilico comprende un polimero hidréfilo conjugado con un
grupo amino de un precursor de grupo hidrofébico sustituido
con amino, formando de este modo una amida entre dicho grupo
amino y un grupo de acido carboxilico presente sobre el
polimero hidréfilo. En algunas realizaciones, el material
polimérico anfifilico comprende &cido hialurénico conjugado

con 6-(2-nitroimidazol)hexilamina.

En algunas realizaciones, el agente oxidante de glucosa es
glucosa oxidasa (GOx). En algunas realizaciones, el agente de
tratamiento de la diabetes es una insulina o un derivado
bicactivo de la misma, en el que la insulina o el derivado
bicactiva de la misma se selecciona a partir de insulina
humana, una insulina humana recombinante, insulina a partir de
un animal no humano, una insulina de accidén rapida, un anadlogo
de insulina de accidén breve, una insulina de accidén intermedia
y/0 una insulina de acciédn prolongada. En algunas

realizaciones, el agente de tratamiento de 1la diabetes es
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insulina humana recombinante. En algunas realizaciones, el
material polimérico anfifilico forma una vesicula que encapsula
dicho agente de tratamiento de la diabetes y dicho agente

oxidante de glucosa.

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona una nanoparticula gque comprende: (a) un
material polimérico anfifilico, en el que el material
polimérico anfifilico comprende un polimero hidréfilo
conjugado con un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia, en
el que el grupo hidrofébico sensible a la hipoxia comprende un
resto sensible a la hipoxia que puede reducirse en la presente
de un entorno hipdxico para formar un resto hidrdéfilo; (b) un
agente de tratamiento de la diabetes, opcionalmente una
insulina o un derivado biocactivo de la misma; y (c) un agente

oxidante de glucosa.

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona una vesicula que comprende un material
polimérico anfifilico que comprende un polimero hidréfilo
conjugado con un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia, en
el que dicho grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia comprende
un resto sensible a la hipoxia que es capaz de reducirse en un
entorno hipdéxico para formar un resto hidréfilo %
adicionalmente en el que (i) un agente de tratamiento de 1la
diabetes, opcionalmente una insulina o un derivado biocactivo
de la misma y (ii) un agente oxidante de glucosa estéan contenido
dentro de dicha vesicula. En algunas realizaciones, el polimero
hidréfilo es un poliaminoadcido, tal como &cido poliglutémico,
un copolimero en bloque sintético o un polisacédrido, tal como

un glucosaminoglicano, opcionalmente en el que el polimero
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hidré6filo es &cido hialurdénico. En algunas realizaciones, el
resto sensible a la hipoxia comprende un nitroimidazol. En
algunas realizaciones, el agente de tratamiento de la diabetes
es insulina humana recombinante. En algunas realizaciones, el

agente oxidante de glucosa es glucosa oxidasa (GOx).

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona una matriz de microagujas que comprende
una vesicula que comprende un material polimérico anfifilico
que comprende un polimero hidréfilo conjugado con un grupo
hidrofébico sensible a la hipoxia, en el gque dicho grupo
hidrofdébico sensible a la hipoxia comprende un resto sensible
a la hipoxia que es capaz de reducirse en un entorno hipdxico
para formar un resto hidréfilo y adicionalmente en el que (i)
un agente de tratamiento de la diabetes, opcionalmente una
insulina o un derivado biocactivo de la misma y (ii) un agente
oxidante de glucosa estan contenido dentro de dicha vesicula.
En algunas realizaciones, la matriz de microagujas comprende
una pluralidad de microagujas en las que dicha pluralidad de
microagujas tiene una longitud de entre aproximadamente 20 vy
aproximadamente 1000 micrdémetros. En algunas realizaciones,
cada una de la pluralidad de microagujas tiene una longitud de

aproximadamente 600 micrémetros.

En algunas realizaciones, la matriz de microagujas se
proporciona como parte de un parche cutdneo, en el qgue
opcionalmente dicho parche comprende una o mas capas exteriores

y/o adhesivos compatibles con la piel.

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se

desvela proporciona un sistema de suministro de insulina de
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bucle cerrado que comprende una matriz de microagujas que
comprende una vesicula que comprende un material polimérico
anfifilico que comprende un polimero hidréfilo conjugado con
un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia, en el que dicho
grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia comprende un resto
sensible a la hipoxia que es capaz de reducirse en un entorno
hipéxico para formar un resto hidréfilo y adicionalmente en el
que (i) una insulina o derivado biocactivo de la misma y (ii)
un agente oxidante de glucosa estdn contenidos en dicha

vesicula.

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona un procedimiento de suministro de un agente
de tratamiento de la diabetes a un sujeto que lo necesite,
comprendiendo el procedimiento (a) proporcionar una matriz de
microagujas que comprende una vesicula gque comprende un
material polimérico anfifilico que comprende un polimero
hidréfilo conjugado con un grupo hidrofébico sensible a la
hipoxia, en el que dicho grupo hidrofdébico sensible a 1la
hipoxia comprende un resto sensible a la hipoxia que es capaz
de reducirse en un entorno hipdéxico para formar un resto
hidréfilo vy adicionalmente en el que (i) un agente de
tratamiento de la diabetes, opcionalmente una insulina o un
derivado biocactivo de la misma y (ii) un agente oxidante de
glucosa estédn contenidos en dicha vesicula y (b) aplicar dicha
matriz a una superficie cutédnea de dicho sujeto, en la que la
glucosa entra en contacto con la matriz de microagujas, se
oxida, creando de este modo un entorno hipdxico que resulta en
la reduccidén del resto sensible a la hipoxia para formar un
resto hidréfilo, conduciendo a la interrupcidén de las vesiculas

y liberacidén del agente de tratamiento de la diabetes contenido
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en las vesiculas.

En algunas realizaciones, el suministro del agente de
tratamiento de la diabetes se encuentra a un intervalo que se
corresponde con la concentracién de glucosa que entra en
contacto con la matriz de microagujas. En algunas
realizaciones, el sujeto es un mamifero. En algunas

realizaciones, el sujeto es diabético.

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona un procedimiento de preparacidédn de una
matriz de microagujas para el suministro sensible a la glucosa
de un agente de tratamiento de la diabetes, opcionalmente una
insulina o un derivado biocactivo de la misma, comprendiendo el
procedimiento: (a) preparar una solucidn acuosa de una vesicula
que comprende un material polimérico anfifilico que comprende
un polimero hidréfilo conjugado con un grupo hidrofdébico
sensible a la hipoxia, en el que dicho grupo hidrofébico
sensible a la hipoxia comprende un resto sensible a la hipoxia
que es capaz de reducirse en un entorno hipdéxico para formar
un resto hidréfilo y adicionalmente en el que (i) un agente de
tratamiento de la diabetes, opcionalmente una insulina o un
derivado biocactivo de la misma y (ii) un agente oxidante de
glucosa estan contenidos dentro de dicha vesicula; (b)
dispersar dicha solucidén acuosa dentro de un molde que
comprende una pluralidad de cavidades de microagujas,
proporcionando de este modo un molde cargado; (c) secar el
molde cargado para retirar agua; y (d) retirar el molde para
proporcionar una matriz de microagujas. En algunas
realizaciones, el ©procedimiento comprende adicionalmente

reticular materiales poliméricos en la matriz de microagujas.
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En algunas realizaciones, la reticulacién se realiza mediante

exposiciédn a radiacidn ultravioleta (UV).

En algunas realizaciones, la etapa (b) se realiza al vacio.
En algunas realizaciones, después de la etapa (b), el molde se
centrifuga para compactar las micelas dentro de las cavidades

de las microagujas.

En algunas realizaciones, antes de la etapa (c), se afiaden
al molde un polimero hidréfilo adicional y/o un reticulante
quimico, en el gque opcionalmente el molde se centrifuga después
de la adicién del polimero hidrdéfilo adicional y/o reticulante
quimico, en el que opcionalmente de forma adicional el polimero
hidréfilo adicional es un &cido hialurdénico modificado, tal
como un Aacido hialurdénico modificado por algquileno vy/o
modificado por acrilato. En algunas realizaciones, la etapa
(c) se realiza en un desecador al wvacio. En algunas

realizaciones, el molde comprende silicona.

Por consiguiente, es un objeto de la materia objeto que
ahora se desvela proporcionar composiciones, vesiculas,
nanoparticulas, microagujas, matrices de microagujas, sistemas
y procedimientos para el suministro sensible de glucosa de un
agente de tratamiento de la diabetes, tal como una insulina
y/o un derivado de la misma, asi como procedimiento de
preparacidén de las matrices de microagujas. Ese y otros objetos
se logran en su totalidad o en parte mediante la materia objeto

que ahora se desvela.

Un objeto de la materia objeto que ahora se desvela que se

ha descrito anteriormente, otros objetos y ventajas de la
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materia objeto que ahora se desvela serd evidente para los
expertos en la materia después de un estudio de la siguiente
descripcidén de la materia objeto que ahora se desvela y de las

figuras y ejemplos no limitantes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A es un dibujo esquemdtico gque muestra la
formacidén de un sistema de suministro de insulina sensible a
la glucosa que comprende una vesicula sensible a la hipoxia,
también denominada en el presente documento como vesicula
sensible a la glucosa (VGF), preparada usando adcido hialurdnico
(AH) sensible a la hipoxia (SH) y cargada con insulina y una
enzima oxidante de glucosa, es decir, glucosa oxidasa (GOx);
la reduccidén de un resto sensible a la hipoxia hidrofébico, es
decir, 2-nitroimidazol (NI), en las VGF para formar restos
hidréfilos (2-aminoimidazol) desencadenados por la hipoxia
causada por la oxidacién de GOx de glucosa; y el siguiente
desmontaje de las VGF y liberacién de insulina a partir de las

VGEF'.

La figura 1B muestra dibujos esquemdticos de un parche de
matriz de microagujas que contiene una vesicula sensible a 1la
glucosa (VGFE") para el suministro de insulina 1in vivo
desencadenado por un estado de hiperglucemia. Las microagujas
pueden comprender las VGF descritas para la figura 1A y el
parche puede aplicarse a la piel. En un estado de
normoglucemia, se libera poca insulina; pero en un estado
hiperglucémico, se desencadena una liberacién de insulina a

partir de las microagujas.
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La figura 2A es una serie de imédgenes de microscopio
electrénico de transmisidén (MET) de vesiculas sensibles a la
glucosa (VGF) cargadas con insulina y glucosa oxidasa (i) antes
de su incubacién en una solucién de glucosa de 400 miligramos
por decilitro (mg/dl), (ii) después de veinte minutos de
incubacidén en una solucidén de glucosa de 400 mg/dl, (iii)
después de una hora de incubacidén en una solucidén de glucosa
de 400 mg/dl, o (iv) después de 24 horas de incubacién en una

solucién de glucosa de 400 mg/dl.

La figura 2B es un grafico de barras gque muestra la
distribucidén de tamafio de las vesiculas sensibles a glucosa
(VGF) antes de su incubacidén en una solucidn de glucosa de 400

miligramos por decilitro (mg/dl).

La figura 2C es un grafico de Dbarras gque muestra la
distribucidén de tamafio de vesiculas sensibles a glucosa (VGF)
después de su incubacién en una solucidén de glucosa de 400

miligramos por decilitro (mg/dl) durante 24 horas.

La figura 2D es wuna imagen de 2,5 de fluorescencia
dimensional (2,5D) de una solucidén de vesiculas sensibles a
glucosa (VGF) cargadas con insulina de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) antes de su incubacidén en una solucidn de
glucosa de 400 miligramos por decilitro (mg/dl).

La figura 2E es wuna imagen de 2,5 de fluorescencia
dimensional (2,5 D) de vesiculas sensibles a glucosa (VGF)
cargadas con insulina de isotiocianato de fluoresceina (FITC)
después de su incubacién en una solucidén de glucosa de 400

miligramos por decilitro (mg/dl) durante 1 hora a 37 grados

Celsius (°C).
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La Figura 2F es un grafico que muestra la durabilidad del
perfil de fosforescencia de vesiculas sensibles a glucosa (VGF)
incubadas en soluciones de glucosa que contienen distintas
concentraciones de glucosa y gque contienen una sonda molecular
de concentracidén de oxigeno. Se proporcionan los datos para
las VGF incubadas en una solucidén de glucosa de 100 miligramos
por decilitro (mg/dl) (circulos rellenos) y en una solucidn de
glucosa de 400 mg/dl (tridngulos rellenos). Por comparacidn,
se proporcionan datos para las VGF incubadas en tampbdn de

fosfato salino (PBS) sin glucosa (cuadrados rellenos).

La figura 2G es un grafico gque muestra el tiempo de
dependencia de absorcién ultravioleta (UV) (a 330 nandémetros
(nm)) de wvesiculas sensibles a glucosa (VGF) en diversas
soluciones de glucosa a 37 grados Celsius (°C). Se proporcionan
los datos para las VGF incubadas en una solucién de glucosa de
100 miligramos por decilitro (mg/dl) (circulos rellenos) y en
una solucidén de glucosa de 400 mg/dl (tridngulos rellenos).
Por comparacidén, se proporcionan datos para las VGF incubadas
en tampdén de fosfato salino (PBS) sin glucosa (cuadrados
rellenos). Las barras de error indican la desviacidén esténdar

(d.e) para tres replicados.

La figura 3A es un grafico gque muestra la liberacidn de
insulina acumulada in vitro a partir de vesiculas sensibles a
glucosa (VGF) incubadas en distintas soluciones de glucosa de
diversa concentracién de glucosa (0 miligramos por decilitro
mg/dl) de glucosa (es decir, PBS, cuadrados rellenos); 100

mg/dl de glucosa (circulos rellenos); y 400 mg/dl de glucosa

(tridngulos rellenos) a 37 grados Celsius (°C).
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La figura 3B es un grafico que muestra los perfiles
autorregulados de vesiculas sensibles a glucosa (VGF) que
contienen glucosa oxidasa (GOx) e insulina (VGF (E+I), circulos
abiertos) y VGF similares que contienen la mitad de cantidad
de GOx (VGF(1/2E+I), <circulos rellenos). La cantidad de
liberacién de insulina se muestra como una funcidén de
concentracién de glucosa (es decir, 100 miligramos por

decilitro (mg/dl), 200 mg/dl o 400 mg/dl).

La figura 3C es un perfil de 1liberacidén pulsatil de
vesiculas sensibles a glucosa (VGF) expuestas secuencialmente
a una solucidén de glucosa de 100 miligramos por decilitro
(mg/dl) durante diez minutos y a continuacidén una solucidén de
glucosa de 400 mg/dl durante diez minutos durante varias

repeticiones.

La figura 3D es un espectro de dicroismo circular (DC) de
una solucién de insulina nativa (circulos abiertos) y de una
solucidén de insulina liberada a partir de vesiculas sensibles
a la glucosa (VGF) incubadas en una solucidén de glucosa de 400
miligramos por decilitro (mg/dl) (circulos rellenos). Las
barras de error muestran la desviacidédn estidndar para tres
replicados.

La figura 4A es un dibujo esquemdtico de un procedimiento
de fabricacién para parche de matriz de microagujas (MA)
cargado con vesiculas sensibles a la glucosa (VGF) de la
materia objeto que ahora se desvela a partir de un molde de

silicona.

La figura 4B es una fotografia de una matriz de microagujas
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(MA) ilustrativa de la materia objeto que ahora se desvela. La
barra de escala en la parte inferior derecha de la fotografia

represente 1 centimetro (cm).

La figura 4C es una imagen microscédpica de fluorescencia de
microagujas (MA) cargadas con vesiculas sensibles a glucosa
(VGF) que contienen insulina marcada con isotiocianato de
fluoresceina (FITC). La insercidén es una imagen més cerca de
una de las microagujas. La barra de escala representa 200

micrémetros (pm) .

La figura 4D es una imagen de microscopio electrdnico de
barrido (MEB) de una matriz de microagujas ilustrativa (MA) de
la materia objeto que ahora se desvela. La barra de escala

representa 200 micrdémetros (pm) .

La figura 4E es un grafico que representa el comportamiento
mecanico de microagujas (MA) cargadas con vesiculas sensible a

glucosa (VGF) reticuladas y no reticuladas.

La figura 5A es un grupo de 1imAgenes de: (superior
izquierda) el dorso de un ratédn y piel relevante (el Aarea
dentro del circulo) tratada transcutédneamente con un parche de
matriz de microagujas (MA) de la materia objeto que ahora se
desvela; (superior derecha) mancha azul tripan gque muestra la
permeacidén de las MA de la piel del ratdén; y (inferior) seccidn
manchada de hematoxilina y eosina (H&E) de piel de ratdn
penetrada por una de las MA. En la imagen superior derecha, la
barra de escala representa 500 micrdémetros (pm). En la imagen
inferior, la barra de escala representa 100 micrdémetros (um);

los tejidos musculares y grasos se indican mediante "M" y "G",



10

15

20

25

30

17

respectivamente; y la regidén en la que se produce la inserciédn

de MA se indica mediante la linea discontinua.

La figura 5B es un grafico de los niveles de glucosa en
sangre durante estudios in vivo de tratamiento con parche de
matriz de microagujas (MA) cargado con vesiculas sensibles a
glucosa (VGF) para la diabetes tipo I en ratones diabéticos
con estreptozotocina inducida (STZ). Se proporcionan datos para
los ratones tratados con MA wvacias (MA gque no contienen
insulina o una enzima, triangulos abiertos); MA cargada solo
con VGF que contienen insulina recombinante humana (VGF (I),
circulos rellenos); MA cargada con VGF gque contiene insulina y
enzima de glucosa oxidasa (VGF(E+I), cuadrados rellenos); y MA
cargada con insulina y media cantidad de enzima (VGF(1/2E+I),
cuadrados abiertos). Como un control, se proporcionan datos
para ratones tratados mediante inyeccidén de insulina (circulos

abiertos).

La figura 5C es un grafico de concentraciones de insulina
de plasma durante estudios in vivo de tratamiento con parche
de matriz de microagujas (MA) cargado con vesiculas sensibles
a glucosa para la diabetes tipo I en ratones diabéticos con
estreptozotocina inducida (STZ). Se proporcionan datos para
ratones tratados con una matriz de MA cargada solo con insulina
recombinante humana (VGF(I), tridngulos rellenos); una matriz
de MA cargada con insulina vy enzima de glucosa oxidasa
(VGF (E+I), cuadrados rellenos); y una matriz de MA cargada con
insulina y media cantidad de la enzima (VGF (1/2E+I), circulos

rellenos) .

La figura 5D es una imagen de microscopio electrdnico de
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barrido (MEB) de un parche de matriz de microagujas (MA)
cargado con vesiculas sensibles a glucosa (VGF) después de su
insercidén en el dorso de un ratdn durante 4 horas. Las MA se
cargaron con VGF que contenia insulina y enzima de glucosa
oxidasa (es decir, VGF(E+I)). La barra de escala representa

200 micrdémetros (um) .

La figura 5E es un grafico de los datos obtenidos en una
prueba in vivo de tolerancia a la glucosa en sangre en ratones
diabéticos una hora después de la administraciédn de un parche
de matriz de microagujas (MA) cargado con vesiculas sensibles
a glucosa (VGF) en las que las VGF contenian insulina y enzima
de glucosa oxidasa (es decir, VGF(E+I), circulos rellenos).
Por comparacién, también se muestran datos de ratones sanos
(cuadrados rellenos) y de ratones diabéticos una hora después
de la administracién de un parche de matriz de MA en el que

las MA se cargan solo con insulina (tridngulos rellenos).

La figura 5F es un grafico gque muestra la receptividad a
glucosa inyectada intraperitonealmente en ratones de la prueba
descrita en la figura 5E, calculada basédndose en el &area bajo
la curva (AUC) en 120 minutos, con el valor basal establecido

en la lectura de glucosa de cero minutos.

La figura 5G es un grafico que muestra los cambios de glucosa
en sangre en ratones tratados con administracidén adicional de
un parche de matriz de microagujas (MA) una hora después de la
administracién de un parche de matriz de MA cargado con
vesiculas sensibles a glucosa (VGF), en el que el primer parche
de matriz de MA cargado con VGF contenia VGF cargadas con

insulina y enzima de glucosa oxidasa (es decir, VGF(E+I)). El
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parche de matriz de MA adicional contenia VGF cargadas tanto
con insulina como enzima de glucosa oxidasa s(VGF(E+I) +
VGF (E+I), cuadrados abiertos); las VGF cargadas con insulina y
media enzima (VGF(E+I) + (VGF(1/2E+1), circulos cargados); o
solo insulina (VGF(E+I) + insulina, circulos abiertos). Por
comparacidédn, también se proporcionan datos para ratones gque no
han recibido un segundo parche de matriz de MA (VGF(E+I),
cuadrados rellenos). Las flechas negras indican los puntos de
tiempo de administracidédn del primer y segundo parche de matriz

de MA.

La figura 5H es un grafico de cambios de glucosa en sangre
en ratones sanos tratados con parches de matriz de microagujas
(MA) cargados con vesiculas sensibles a glucosa (VGF) durante
el tiempo. Se proporcionan los datos para ratones tratados con
un parche de matriz de MA cargado con VGF en el que las VGF
contenian tanto insulina como enzima de glucosa oxidasa
(VGF (E+I), circulos rellenos) y en las que las VGF contenian
solo insulina (VGF(I), triadngulos rellenos). Por comparacidn,
se proporcionan datos para ratones inyectados con insulina
(Insulina, cuadrados rellenos). La flecha negra indica el punto

de tiempo de administracidn.

La figura 5I es un grafico de la ecuacién del indice
hipoglucémico de los ratones descritos en la figura 5H. E1
indice hipoglucémico se calculd a partir de la diferencia entre
las lecturas de glucosa en sangre inicial y el punto més bajo
dividido por el tiempo en el que se alcanzd el punto mas bajo.
*P<0,05 para administracidédn con un parche de matriz de
microagujas (MA) de vesiculas sensibles a glucosa (VGF) que

contiene VGF cargadas con enzima e insulina (VGF(E+I)) en
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comparacién con un parche de matriz de MA cargado con insulina

(VGF(I)). Las barras de error indican la d.e. (n=5).

DESCRIPCION DETALLADA

La materia objeto que ahora se desvela se describird con
més detalle en el presente documento a continuacidén en
referencia a las figuras y ejemplos adjuntos, en los cuales se
muestran las realizaciones representativas. La materia objeto
que ahora se desvela puede, sin embargo, materializarse en
distintas formas y no debe interpretarse como limitada a las
realizaciones que se indican en el presente documento. En su
lugar, estas realizaciones se proporcionan de modo que esta
divulgacidén serd exhaustiva y completa y reflejard por completo
el ambito de las realizaciones para aquellos expertos en la
materia. Ciertos componentes en las figures no se tienen que
escalar necesariamente, en cambio el énfasis se pone en la
ilustracién de los principios de la materia objeto que ahora
se desvela (en algunos casos esquematicamente) .

A menos que se defina de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado entendido normalmente por un experto
habitual en la materia a la que pertenece la materia objeto
que ahora se describe. Todas las publicaciones, solicitudes de
patente, patentes vy otras referencias mencionadas en el
presente documento se incorporan por referencia en su

integridad.

A lo largo de toda la especificacidén y reivindicaciones,
una férmula quimica dada o nombre abarcard todos los activos

6pticos y estereoisdmeros, asi como mezclas racémicas en los
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que existen tales isbémeros y mezclas.

I. DEFINICIONES

Mientras que los siguientes térmicos se cree que son bien
entendidos por un experto habitual en la materia, se enumeran
las siguientes definiciones para facilitar la explicacién de

la materia objeto gque ahora se desvela.

Siguiendo la dilatada convencién legislativa sobre
patentes, los términos "un", "una", "el" y "la" se refieren a
"uno o mas" cuando se usan en la presente solicitud,
reivindicaciones incluidas. Por 1lo tanto, por ejemplo, la
referencia a "una composicién" o "un polimero" incluye una

pluralidad de tales composiciones o polimeros, y asi

sucesivamente.

A menos que se indique lo contrario, todos los numeros que
expresan cantidades de tamafio, condiciones de reaccidén y otros
usados en la especificacidédn y reivindicaciones se deben
entender como que estédn modificados en todos los casos por el
término "aproximadamente". Por consiguiente, a menos gue se
indique lo contrario, los paradametros numéricos gue se exponen
en la presente especificacidén y reivindicaciones adjuntas son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades
deseadas que se esperan obtener por la materia objeto gque ahora

se desvela.

Tal como se usa en el presente documento, el término
“aproximadamente”, cuando se refiere a un valor o a una

cantidad de tamafio (es decir, didmetro), peso, concentracidn o
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porcentaje, significa que abarca variaciones de un ejemplo en

+20

o°

o +10 %, en otro ejemplo * 5%, en otro ejemplo *1%, ay
aun en otro ejemplo + 0,1 % de la cantidad especificada, vya
que tales variaciones son apropiadas para realizar 1los

procedimientos desvelados.

Tal como se usa en el presente documento, el término "y/o"
cuando se usa en el contexto de una enumeracidén de entidades,
se refiere a las entidades que estan presentes de forma Unica
o0 en combinacién. Por lo tanto, por ejemplo, la frase "A, B, C
y/o D" incluye A, B, C y D individualmente, pero también incluye
cualquier y todas las combinaciones y subcombinaciones de A,
B, C y D.

A\Y

El término que comprende”, gque es sindénimo de "que
incluye", "que contiene" o "caracterizado por" es inclusivo y
abierto y no excluye elementos o etapas de procedimiento
adicionales o que no se citan. "Que comprende" es un término
de la técnica usado en el lenguaje de las reivindicaciones que
significa que los elementos nombrados son esenciales, pero

pueden afiadirse otros elementos y aun formar un constructo

dentro del admbito de la reivindicacidn.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "que
consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente
no especificado en la reivindicacidén. Cuando la frase "que
consiste en" aparece en una oracién del cuerpo de la
reivindicacién, en lugar de seguirle 1inmediatamente el
preadmbulo, solo limita el elemento que se indica a continuacidn
en esa oracidén; no se excluyen otros elementos de la

reivindicacidén como un todo.
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Tal como se usa en el presente documento, la frase "que
consiste esencialmente en" limita el ambito de una
reivindicacién a los materiales o etapas especificadas, ademés
de aquellos que no afectan materialmente la(s)
caracteristica(s) Dbasica(s) y nueva(s) de la materia objeto

reivindicada.

Con respecto a los términos "que comprende", "que consiste
en" y "que consiste esencialmente en", en el que uno de estos
términos se usa en el presente documento, la materia objeto
que ahora se desvela y reivindica puede incluir el uso de

cualquiera de los otros dos términos.

Tal como se usa en el presente documento, el término
"alquilo" se refiere a Ci-20 incluido, lineal (es decir, "cadena
lineal"), ramificado o ciclico, saturado o al menos
parcialmente en algunos casos completamente insaturado (es
decir, alquenilo y alquinilo) cadenas de hidrocarburo, que
incluye por ejemplo, grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, terc-butilo, ©pentilo, hexilo, octilo,
etenilo, propenilo, butenilo, pentenilo, hexenilo, octenilo,
butadienilo, propinilo, butinilo, pentinilo, hexinilo,
heptinilo y anelilo. "Ramificado" se refiere a un grupo alquilo
en el que un grupo alquilo inferior, tal como metilo, etilo o
propilo, estda unido a una cadena de alguilo lineal. "Alquilo
inferior" se refiere a un grupo algquilo que tiene de 1 a
aproximadamente 8 Aatomos de carbono (es decir, un algquilo Ci-
g), por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 atomos de carbono.
"Alquilo superior" se refiere a un grupo alquilo que tiene de

aproximadamente 10 a aproximadamente 20 &tomos de carbono, por
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ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 &tomos de

carbono. En ciertas realizaciones, "alquilo" se refiere, en
particular, a alguilos Ci-g de cadena lineal. En otras
realizaciones, "algquilo" se refiere, en particular, a alquilos

Ci-g de cadena ramificada.

Los grupos alquilo pueden sustituirse opcionalmente (un
"alquilo sustituido") con uno o més sustituyentes de grupo
alquilo, que puede ser el mismo o distinto. E1 término
"sustituyente de grupo alquilo" incluye pero no estd limitado
a alquilo, algquilo sustituido a algquilo, halo, nitro, amino,
arilamino, acilo, hidroxilo, arioxilo, alcoxilo, alquitio,
aritio, aralquiloxilo, aralquitio, carboxilo, alcoxicarbonilo,
oxo y cicloalgquilo. Puede insertarse opcionalmente a lo largo
de la cadena de algquilo uno o mas de oxigeno, sulfuro o atomos
de nitrdégeno sustituido o no sustituido, en el que el
sustituyente de nitrégeno es hidrdgeno, alquilo inferior
(también referido en el presente documento como
"alguiloaminocalquilo"™) o arilo.

Por lo tanto, tal como se usa en el presente documento, el
término "alguilo sustituido" incluye grupos algquilo, tal como
se define en el presente documento, en el gque uno o mas atomos
o grupos funcionales del grupo alquilo se colocan con el otro
atomo o grupo funcional, gque incluye por ejemplo, alquilo,
alquilo sustituido a alquilo, haldbégeno, arilo, arilo
sustituido, alcoxilo, hidroxilo, nitro, amino, alquilamino,

dialquilamino, sulfato y mercapto.

El término "arilo" se usa en el presente documento para
referirse a un sustituyente aromdtico que puede ser un anillo

aromatico Gnico o multiples anillos aromédticos que se fusionan
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juntos, unidos de forma covalente o unidos a un grupo comun,
tal como, pero sin estar limitado a, un resto de metileno o
etileno. El grupo de unidén comun también puede ser un
carbonilo, como en benzofenona u oxigeno, como en difeniléter
o nitrdédgeno, como en difenilamina. El término "arilo" abarca
especificamente compuestos aromdtico heterociclicos. El/los
anillo(s) aromédtico(s) pueden comprender fenilo, naftilo,
bifenilo, difeniléter, difenilamina vy Dbenzofenona, entre
otros. En realizaciones particulares, el término "arilo"
significa un aromdtico ciclico que comprende aproximadamente
de 5 a aproximadamente 10 A&tomos de carbono, por ejemplo, 5,
6, 7, 8, 9 o 10 &tomos de carbono y que incluye anillos

aromaticos herociclicos y de hidrocarburo de 5 y 6 miembros.

El grupo arilo puede sustituirse opcionalmente (un "arilo
sustituido") con uno o mas sustituyentes de grupo arilo, que
pueden ser los mismos o distintos, en el que el "sustituyente
de grupo arilo" incluye alquilo, alguilo sustituido a alquilo,
arilo, arilo sustituido, aralquilo, hidroxilo, alcoxilo,

arioxilo, aralquiloxilo, carboxilo, acilo, halo, nitro,

alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo, aralcoxicarbonilo,
aciloxilo, acilamino, aroilamino, carabamoilo,
alquilcarbamoilo, dialquilcarbamoilo, aritio, alquitio,

alquileno y —-NR'R'', en el que R' y R" puede ser cada uno
independientemente hidrdégeno, algquilo, alguilo sustituido a

alquilo, arilo, arilo sustituido y aralquilo.

Por lo tanto, tal como se usa en el presente documento, el
término "arilo sustituido"™ incluye grupos arilo, tal como se
define en el presente documento, en el gque uno o mas atomos o

grupos funcionales del grupo arilo se colocan con otro atomo o
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grupo funcional, gque incluye por ejemplo, algquilo, alqgquilo
sustituido a alquilo, haldgeno, arilo, arilo sustituido,
alcoxilo, hidroxilo, nitro, amino, alquilamino, dialquilamino,

sulfato y mercapto.

Entre los ejemplos especificos de grupos arilo se incluyen,

aunque no de forma limitativa, ciclopentadienilo, fenilo,

furano, tiofeno, pirrol, pirano, piridina, imidazol,
benzimidazol, isotiazol, isoxazol, pirazol, pirazina,
triazina, pirimidina, quinolina, isoquinolina, indole,

carbazol y similares.

El término "aralquilo" se refiere a un grupo —-alquilo-arilo,
en el que opcionalmente el grupo alquilo y/o arilo comprende

uno o mas de sustituyentes de grupo alquilo o arilo.

En algunas realizaciones, el término "bivalente" se refiere
a un grupo gque puede unir (por ejemplo, unido de forma
covalente) o estd unido a otros dos grupos, tales como otros
grupos algquilo, aralquilo, cicloalguilo o arilo. Normalmente,
dos sitios distintos sobre el grupo bivalente (por ejemplo,
dos A4tomos distintos) pueden unirse a grupos sobre otras
moléculas. Por ejemplo, el grupo bivalente puede ser un grupo

alquileno.

"Alquileno" puede referirse a un grupo de hidrocarburo
alifatico bivalente 1lineal o ramificado que tiene de 1 a
aproximadamente 20 atomos de carbono, por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20
adtomos de carbono. El1 grupo alquileno puede ser lineal,

ramificado o ciclico. El1 grupo alquileno también puede ser
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opcionalmente insaturado vy/o sustituido con uno o més
"sustituyentes de grupo alquilo." Puede insertarse
opcionalmente a lo largo del grupo algquileno uno o mas de
oxigeno, sulfuro o &tomos de nitrdégeno sustituidos o no
sustituidos (también referidos en el presente documento como
"alquilaminoalquilo"™), en el que el sustituyente de nitrdgeno
es alguilo como se ha descrito anteriormente. Grupos algquileno
ilustrativos incluyen metileno (-CHz-); etileno (-CHz-CHz-);
propileno (- (CH2)3—); ciclohexileno (-CeHio—); —-CH=CH—CH=CH-; -
CH=CH-CHz—; - (CH2)qN(R)—-(CH2):—, en el que cada uno de g y r es
independientemente un numero entero de 0 a aproximadamente 20,
por ejemplo, O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 o 20, y R es hidrdégeno o un alquilo inferior;
metilenodioxilo (-O-CH2-0-); y etilenodioxilo (-0O-(CHz)2-0-).
Un grupo alquileno puede tener de aproximadamente 2 a
aproximadamente 3 atomos de carbono y puede tener
adicionalmente 6-20 carbonos.

"Arileno" se refiere a un grupo arilo bivalente.

El término "amino" se refiere al grupo -NR'R”, en el que R'
y R" se seleccionan independientemente a partir del grupo que
incluye H vy algquilo, cicloalquilo, heterociclo, aralquilo,
arilo y heteroarilo sustituidos o no sustituidos. En algunas
realizaciones, el grupo amino es -NHz. "Aminoalquilo" vy
"aminoarilo" se refiere al grupo -NR'R”, en el que R' es como
se define anteriormente en el presente documento y R" es un

alquilo o arilo sustituido o no sustituido, respectivamente.

Los términos "carboxilato"™ y "acido carboxilico" pueden
referirse a los grupos -C(=0)0- and —-C(=0)0H, respectivamente.

En algunas realizaciones, "carboxilato" puede referirse tanto
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al grupo —-C(=0)0Ocomo al grupo -C(=0)COH.

El término "amida" se refiere a un grupo que tiene la férmula
-C(=0) -NRR”, en el que R y R" son cada una independientemente
H, alquilo, alquilo sustituido a alquilo, aralquilo, aralquilo
sustituido, arilo o arilo sustituido.

Los términos “nanoescala,” "nanomaterial," "polimero de
escala nonométrica", "nanocluster" 'y "nanoparticula" se
refieren a una estructura (por ejemplo, una vesicula) que tiene
al menos una regidn con una dimensidén (por ejemplo, longitud,
anchura, diametro, etc.) de menos de aproximadamente 1.000 nm.
En algunas realizaciones, la dimensidén es mas pequefia (por
ejemplo, inferior a aproximadamente 500 nm, inferior a
aproximadamente 250 nm, inferior a aproximadamente 200 nm,
inferior a aproximadamente 150 nm, inferior a aproximadamente
125 nm, inferior a aproximadamente 100 nm, inferior a
aproximadamente 80 nm, inferior a aproximadamente 70 nm,
inferior a aproximadamente 60 nm, inferior a aproximadamente
50 nm, inferior a aproximadamente 40 nm, inferior a
aproximadamente 30 nm o incluso inferior a aproximadamente 20
nm) . En algunas realizaciones, la dimensién es inferior a

aproximadamente 10 nm.

En algunas realizaciones, la nanoparticula es
aproximadamente esférica. Cuando la nanoparticula es
aproximadamente esférica, la dimensidén caracteristica puede
corresponderse al didmetro de la esfera. Ademéds de las formas
esféricas, la nanoparticula y otro material de nanoescala puede
tener forma de disco, oblonga, poliédrica, de varilla, cuUbica
o irregular. Un material de nanocescala también puede tener

forma irregular o comprender clusteres o esferas, varillas,
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discos o cubos.

El término "micro" (por ejemplo, en "microaguja") tal como
se usa en el presente documento se refiere a una estructura
que tiene al menos una regidén con una dimensidén inferior a
aproximadamente 1.000 micrdémetros (pm) . En algunas
realizaciones, el término "micro" se refiere a una estructura
que tiene una dimensidén de entre aproximadamente 1 micrdémetro

a aproximadamente 1.000 micrdémetros.

El término "didmetro" estd reconocido por la técnica y se
usa en el presente documento para referirse tanto al didmetro
fisico como al diadmetro hidrodindmico. El1 didmetro de una
particula esencialmente esférica puede referirse al didmetro
fisico o hidrodindmico. Tal como se usa en el presente
documento, el didmetro de una particula no esférica puede
referirse a la distancia lineal méds grande entre dos puntos
sobre la superficie de la particula. Cuando se hace referencia
a multiples particulas, el didmetro de las particulas se
refiere normalmente al didmetro promedio de las particulas. El
didmetro de particula puede medirse usando varias técnicas en
la técnica entre las que se incluye, pero sin estar limitado

a, dispersidén dindmica de luz.

"Monodisperso" se usa en el presente documento para
describir una poblacidén de particulas en las que todas las
particulas son del mismo o casi del mismo tamafio. Por ejemplo,
"monodisperso" puede referirse a dispersiones de particulas en

las que el 90 % de la distribucidén se encuentra dentro del 15

o°

, 10 $ 0 5 % del tamafio de particula medio.
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Los términos "polimero" y polimérico" se refieren a
estructuras quimicas que tienen unidades repetitivas "es decir,
miultiples copias de una subestructura quimica dada). Tal como
se usa en el presente documento, los polimeros se pueden
referir a grupos que tienen méas de 10 unidades repetitivas y/o
a grupos en los que la unidad repetitiva es distinta de
metileno. Los polimeros pueden formarse a partir de mondmeros
polimerizables. Un monémero polimerizable es una molécula que
comprende uno o mas restos reactivos {por ejemplo, éteres de
siloxano, hidrdéxilos, aminas, grupos vinilicos (es decir,
enlaces dobles carbono-carbono), halogenuros (es decir, CI,
Br, F y I), ésteres, ésteres activados y similares} que pueden
reaccionar para formar enlaces con otras moléculas. En general,
cada molécula de mondmero polimerizable puede unirse a dos o
mas otras moléculas. En algunos casos, un mondémero
polimerizable se unira solo a una otra molécula, formando un
extremo del material polimérico. Algunos polimeros contienen
enlaces biodegradables, tales como ésteres o amidas, de modo
que pueden degradarse durante el tiempo en condiciones

bioldgicas.

Un "copolimero" se refiere a un polimero derivado de mas de

una especie de un mondmero.

Tal como se usa en el presente documento, "un copolimero en
bloque" se refiere a un copolimero que comprende blogques (es
decir, subsecciones poliméricas del copolimero completo) en
una secuencia lineal. Un "bloque" se refiere a una porcidén de
un copolimero que tiene el menos una caracteristica que no esté
presente en las porciones adyacentes de la macromolécula. Por

lo tanto, un "copolimero" en bloque" puede referirse a un
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copolimero en el que los bloques adyacentes son
constitucionalmente distintos, es decir, cada uno de estos
bloques comprende unidades constitucionales derivadas de
distintas especias caracteristicas de mondémero o con distinta
composicién o distribucidn de secuencia de unidades

constitucionales.

"Biocompatible™ tal como se usa en el presente documento,
se refiere generalmente a un material y cualquier metabolito o
productos de degradacidén del mismo qgque generalmente no es
téxico al destinatario y no causa ningin efecto adverso al

destinatario.

"Biodegradable", tal como se usa en el presente documento, se
refiere generalmente a un material que se degradarad o
erosionara en condiciones fisioldgicas en unidades mas pequefias
o0 especies qgquimicas que son capaces de ser metabolizadas,
eliminadas o) excretadas por el sujeto. En algunas
realizaciones, el tiempo de degradacidén es una funcidn de la
composicién del polimero y morfologia. Los tiempos de
degradacién adecuados van desde dias a semanas. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el polimero puede degradarse durante
un periodo de tiempo de siete dias a 24 semanas, opcionalmente
de siete dias a doce semanas, opcionalmente de siete dias a
seis semanas u opcionalmente de forma adicional de siete dias

a tres semanas.

El término "hidréfilo" puede referirse a un grupo que se
disuelve o preferentemente se disuelve en agua y/o soluciones

acuosas.
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El término "hidrofdébico" se refiere a grupos gque no se
disuelven significativamente en agua y/o soluciones acuosas
y/0 que se disuelven preferentemente en grasas y/o soluciones

no acuosas.

El término "anfifilico" se refiere a una molécula o polimero

que contiene tanto grupos hidréfilos como hidrofdébicos.

El término "conjugado" puede referirse a composiciones que
comprenden al menos dos restos gquimicos distintos o moléculas
(por ejemplo, pequefias moléculas, polimeros, proteinas, etc.)
unidas entre si, tal como a través de enlaces idnicos,
coordinativos o covalentes. En algunas realizaciones, E1
término "conjugado" se refiere a restos o moléculas gque estéan
unidas de forma covalente entre si. En algunas realizaciones,
el conjugado puede comprender dos restos quimicos distintos
asociados entre si a través de fuerzas intramoleculares tales
como enlace de hidrdégeno, fuerzas de dispersidén de London,

interacciones van der Waals’, etc.

El término "insulina" tal como se usa en el presente
documento, se refiere a insulina de un humano u otro mamifero.
En algunas realizaciones, el término "insulina" se refiere a
insulina humana. En algunas realizaciones, el término

"insulina" se refiere a insulina humana recombinante.

"Derivado biocactivo" tal como se usa en el presente
documento, se refiere a insulina humana o insulina de otro
mamifero en la que uno o més restos de aminocdcidos se han
reemplazado por otro resto de aminodcido o eliminado, en el

que la cadena A y/o la cadena B se ha extendido mediante la
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adicién de uno o mas restos de aminodcido en el extremo N o el
extremo C, y/o en el que la insulina se ha modificado mediante
la adicidédn de uno o mas sustituyentes quimicos. E1 derivado
puede funcionar para reemplazar insulina enddégena y retener al
menos alguna de la actividad bioldgica de la insulina enddgena.
Los derivados de insulina ©pueden tener una distinta
farmacocinética que la insulina enddégena. Las dosis pueden
optimizarse basdndose en la farmacocinética del derivado de la
insulina en relacidédn con la insulina humana basandose en la

farmacocinética conocida por un experto en la materia.

El término "agente de tratamiento de la diabetes™ tal como
se usa en el presente documento puede referirse a un agente
terapéutico que trata la diabetes o una complicacidén de 1la
misma (tal como, pero sin estar limitado a, neuropatia
diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,
glaucoma o cetoacidosis diabética) u otro trastorno del
metabolismo de la glucosa que resulte en hiperglucemia. En
algunas realizaciones, el agente de tratamiento de la diabetes
es una insulina o un derivado biocactivo de la misma o un agente
de tratamiento no basado en insulina conocido en la técnica
para su uso en el tratamiento de la diabetes. Agentes de
tratamiento no basados en insulina para su uso en el
tratamiento de 1la diabetes incluyen, aunque no de forma
limitativa, sensibilizadores de la insulina, inhibidores DPP
IV, péptido 1 similar al glucagdn (GLP-1) y anadlogos del mismo,
secretagogos de la insulina, tal como, pero sin estar limitado
a sulfonilureas, meglitinidas, polipéptidos inhibidores
gadstricos (GIP), activadores receptores de la insulina,
biguanidas, tiazolidinedionas, inhibidores de la alfa-

glucosidasa y similares. En algunas realizaciones, el agente



10

15

20

25

30

34

de tratamiento de la diabetes es una insulina o un derivado

bicactivo.

Los términos "reactivo reticulante" o "agente reticulante"
se refiere al compuesto que incluye al menos dos grupos
funcionales reactivos (o grupos que pueden desbloquearse o
desprotegerse para proporcionar grupos funcionales reactivos),
que puede ser el mismo o distinto. En algunas realizaciones,
los dos grupos funcionales reactivos pueden tener una
reactividad quimica distinta (por ejemplo, los dos grupos
funcionales reactivos son reactivos (por ejemplo, forman
enlaces, tales como enlaces covalentes) con distintos tipos de
grupos funcionales en otras moléculas, o uno o dos grupos
funcionales reactivos tiene a reaccionar més réapidamente con
un grupo funcional en particular sobre otra molécula distinta
del otro grupo funcional reactivo). Por lo tanto, el reactivo
reticulante puede usarse para unir (por ejemplo, unir de forma
covalente) dos otras entidades (por ejemplo, moléculas,
polimeros, proteinas, &cidos nucleicos, vesiculas, liposomas,
nanoparticulas, microparticulas, etc.) para formar una

composicién reticulada.

El término "vesicula" puede referirse a una particula creada
artificialmente, (en algunas realizaciones, una nanoparticula)
que comprende fluido encerrado por una capa O capas
concéntricas de una molécula o polimero (por ejemplo, un
polimero anfifilico). Puede haber wuno o mas agentes
terapéuticos disuelto o suspendido en el fluido (por ejemplo,
pequefias moléculas, proteinas, &cidos nucleicos, etc.). De
acuerdo con algunas realizaciones de la materia objeto que

ahora se desvela, el fluido puede comprender un agente de
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tratamiento de la diabetes, tal como una insulina o un derivado
biocactivo de la misma y un agente oxidante de glucosa, tal como
una glucosa oxidasa, disuelto en una solucidn acuosa. E1 fluido
puede comprender mas de un agente terapéutico, por ejemplo,
tanto insulina o derivado biocactivo de la misma como otro
agente terapéutico, tal como un agente no basado en insulina
para el tratamiento de la diabetes o una complicacién de la
misma. En algunas realizaciones, cada agente terapéutico puede

ser un agente terapéutico soluble en agua.

El término "hiperglucemia", tal como se usa en el presente
documento, puede referirse a una afeccién en la que una
cantidad elevada de glucosa circula en plasma sanguineo de un
sujeto relativo a un individuo sano. La hiperglucemia puede
diagnosticarse usando procedimientos conocidos en la técnica,
que incluye la medicidén de los niveles de glucosa en sangre en

ayunas.

El término "hiperinsulinemia", tal como se usa en el
presente documento, puede referirse a una afeccidén en la que
hay niveles elevados de insulina en circulacién cuando,
simultdneamente, los niveles de glucosa en sangre son elevados
o normales. La hiperinsulinemia puede estar causada por la
resistencia a la insulina asociada con la dislipidemia, tal
como altos triglicéridos, colesterol alto, lipoproteina de baja
densidad (LDL) y lipoproteina de alta densidad (HDL); niveles
altos de acido Grico; sindrome de ovario poliquistico; diabetes

del tipo II y obesidad.

El término "resistencia a la insulina" tal como se usa en

el presente documento, se refiere a una afeccidédn en la que una
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cantidad normal de insulina es incapaz de producir una
respuesta molecular o fisioldgica normal. En algunos casos,
una cantidad hiper-fisioldégica de insulina, bien producida
enddégenamente o administrada enddégenamente, es capaz de vencer
la resistencia a la insulina, de forma completa o en parte, y

producir una respuesta bioldgica.

El término "sindrome metabdélico" tal como se usa en el
presente documento, puede referirse a un clister asociado de
rasgos que incluye, pero no estd limitado a, hiperinsulinemia,
tolerancia a la glucosa anormal, obesidad, redistribucién de
grasa al compartimento abdominal o del tronco superior,
hipertensidn, disfibrindlisis y dislipidemia caracterizada por
altos triglicéridos, bajo colesterol de lipoproteina de alta
densidad (HDL) y altas particulas poco densas de lipoproteina
de baja densidad (LDL). Los sujetos que tienen el sindrome
metabélico estdn en riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 y/u

otros trastornos (por ejemplo, ateroesclerosis).

El término "tolerancia a la glucosa", tal como se usa en el
presente documento, puede referirse a la capacidad de un sujeto
de controlar el nivel de glucosa en plasma y/o insulina en
plasma cuando fluctua la ingesta de glucosa. Por ejemplo, la
tolerancia a la glucosa abarca la capacidad de reducir el nivel
de glucosa en plasma a un nivel anterior a la ingesta de glucosa

dentro de aproximadamente 120 minutos mas o menos.

IT. CONSIDERACIONES GENERALES

Un sistema de suministro de insulina sensible a la glucosa

de bucle cerrado similar al pancreas que es capaz de "segregar"
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insulina en respuesta a una glucosa en sangre elevada podria
proporcionar un modo deseable de regular la glucemia con un
esfuerzo del paciente minimo y mejoras potenciales en la

glucemia y calidad de vida. Véase Bratlie y col., Advanced

Healthcare Materials, 1(3):267-284 (2012); Ravaine y col., J.

Controlled Release, 132(1):2-11 (2008); and Wu y col., Chem.
Rev., 111(12):7855-7875 (2011). Los sistemas actuales de bucle
cerrado combinan un médulo de control de la glucosa y un médulo
de liberacidén de insulina desencadenado por un sensor. Véase

Bratlie y col., Advanced Healthcare Materials, 1(3):267-284

(2012); y Ravaine y col., J. Controlled Release, 132(1):2-11

(2008) . Por ejemplo, existen dispositivos
electrdénicos/mecidnicos de bucle cerrado que emplean un sensor
que controla la glucosa de forma continua calibrado por el
paciente y una bomba de infusidén de insulina externa. Véase

Veiseh vy col. Nature Reviews Drug Discovery, 14(1):45-57

(2015) . Sin embargo, diversas dificultades, tales como
garantizar una respuesta de sefial con precisién y evitar la

bioincrustacién, pueden asociarse con tales dispositivos.

Otro modo de evitar estas dificultades requiere un enfoque
quimico que usa una matriz cargada con insulina que tiene
elementos sensores de glucosa. La matriz podria diseflarse para
someterse a transformaciones estructurales, por ejemplo,
encogimiento, hinchamiento o disociacibén, en respuesta a
cambios en la concentracién de glucosa, conduciendo a una
liberacidén de insulina estimulada por la glucosa. Véase Gordijo
y col., Adv. Funct. Mater., 21(1):73-82 (2011); Gu y col., ACS

Nano, 7(8):6758-6766 (2013); Katoaka y col., J. Am. Chem. Soc.,

120(48) :12694-12695 (1998); y Gu y col., ACS Nano, 7(5):4194-

4201 (2013). Entre los restos con sensores de glucosa posibles
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para dispositivos de Dbucle cerrado se incluye 4acido
fenilborénico (PBA), proteina de unidén a glucosa (GBP) vy
glucosa oxidasa (GOx). Desafortunadamente, la mayoria de los
sistemas de bucle cerrado sintéticos existentes se han limitado
a estudios 1in vitro, mostrando una relativamente poca
aplicabilidad in vivo debido a problemas particulares
relacionados con cada estrategia de sensor de glucosa. Por
ejemplo, El PBA vy sus derivados son conocidos ©por su
interaccidén reversible con moléculas de poliol, tal como

glucosa (véase Aronoff y col., Carbohydr. Res., 40(2):299-309

(1975)); pero una interaccidén eficaz entre la glucosa y el PBA
y un cambio estructural subsiguiente de la matriz normalmente
requiere un pH basico, superior que el entorno fisioldgico. La
seguridad y toxicidad de los conjugados de PBA también quedan
por determinar. La concavavalina A (Con A) es el GBP més
cominmente usado para el suministro de insulina, Dbasandose
generalmente en sus multiples puntos de unidén e interaccidn
competitiva con glucosa y dextrano (usado como el material de
matriz). Véase Kim y col., J. Controlled Release, 11(1):193-
201 (1990). Sin embargo, la toxicidad e inestabilidad in vivo

de Con A limita sus aplicaciones clinicas. Véase Tiegs y col.,

J. Clin. Invest., 90(1):196 (1992).

La GOx es una enzima que puede convertir glucosa en &acido

glucdénico en la presencia de oxigeno:

GOx
glucosa + Oz + H20 — &cido glucdénico + H202

Véase Wu y col., Chem. Rev., 111(12):7855-7875 (2011). Los
sistemas sensibles a glucosa que emplean GOx se han integrado
previamente con materiales sensibles a pH, que pueden o bien
protonarse o bien degradarse con una disminucidén local de pH,

promovido por el aumento de concentracidédn de glucosa. Sin
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embargo, tales procedimientos dependientes de la disminucidn
de pH pueden verse comprometidos por una capacidad de respuesta
lenta, especialmente en un entorno fisioldgico tamponado. véase

Lin y col., Nature Reviews Drug Discovery, 14 (1) :45-57 (2015).

La materia objeto que ahora se desvela proporciona un
procedimiento de suministro de insulina que combina: (1) rapida
capacidad de respuesta, para imitar mejor la farmacocinética a
una actividad pancreatica normal; (2) facilidad de
administracidn; % (3) biocompatibilidad sin efectos
secundarios de larga duracidén. De forma mas particular, la
materia objeto que ahora se desvela proporciona dispositivos
de suministro de insulina (y/u otros agentes de tratamiento de
la diabetes) basados en vesiculas sensibles a la hipoxia que
contienen (por ejemplo, disueltos en un fluido encerrado en la
vesicula) insulina (y/u otro agente de tratamiento de 1la
diabetes) y agente oxidante de glucosa (por ejemplo, GOx). En
lugar de usar cambios de pH inducidos enzimaticamente, 1los
dispositivos que ahora se desvelan se aprovechan de 1la
generacién local de hipoxia debido al consumo de oxigeno
durante la oxidacién de glucosa como desencadenante para
promover rapidamente la liberacidén de insulina (y/u otro agente
de tratamiento de la diabetes) en respuesta a la hiperglucemia.
El coeficiente de transporte de oxigeno se ha demostrado que
es més lento que el coeficiente de difusidén de ion de hidrdbgeno
in vivo (véase Fletcher, Biophys. J., 29(3):437-458 (1980);

Michaels y col. AICHE J., 21(5):985-996 (1975); y Dowd y col.,

Journal of Bone and Joint Surgery, British Volume, 65(1):79-83
(1983)), gque implica que podria lograrse una respuesta méas
rapida si los materiales sensibles a la hipoxia se incorporan

en formulaciones sensibles a glucosa basadas en agente oxidante



10

15

20

25

30

40

de glucosa.

En una realizacidén la materia objeto que ahora se desvela,
para lograr la transduccidén sensible a la hipoxia, se usaron
materiales modificados con 2-nitroimidazol (NI) como material
sensible a la hipoxia. NI es un componente hidrofébico que se
usa a menudo en imagenes para la deteccidédn de cancer debido a
su alta sensibilidad al trastorno hipdéxico en los sitios de

tumores. Véase Nunn y col., Eur. J. Nucl. Med., 22(3):265-280

(1995); vy Krohn y col., J. Nucl. Med., 49(Suppl. 2):1295-148S

(2008) . NI puede convertirse en un 2-aminoimidazol hidréfilo
en un entorno hipdéxico a través de la reduccidén de unico
electrdédn catalizado por una seria de nitroreductasas, acoplado
a un agente bio-reductor, tal como nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH), una coenzima que es abundante en

tejidos bioldbgicos. Véase Nunn y col., Eur. J. Nucl. Med.,

22(3) :265-280 (1995); Krohn y col., J. Nucl. Med., 49 (Suppl.

2):1295-148S (2008) ; Edwards J. Antimicrob. Chemother.,

31(1):9-20 (1993); y Takasawa y col., Stroke, 39(5):1629-1637

(2008) . (25-28).

Como se muestra en la Figura 1A, NI funcionalizado con amina
se conjugd con un polimero biocompatible, y biodegradable,
dcido hialurdénico (AH; peso molecular: 300 kDa). A través del
autoensamblaje, el AH sensible a la hipoxia anfifilico (AH-SH)
puede formar réapidamente vesiculas sensibles a glucosa de
nanoescala (VGF), que pueden encapsular insulina humana
recombinante (y/u otro agente de tratamiento de la diabetes) y
un agente oxidante de glucosa, tal como GOx, en una solucidn
acuosa. En la presencia de alta glucosa en sangre, el oxigeno

disuelto puede consumirse rapidamente debido a la oxidacién de
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glucosa catalizado por el agente oxidante de glucosa, due
conduce a un entorno hipdxico local. Los grupos NI del AH-SH
se reducen a continuacidén en 2-aminoimidazoles hidrdéfilos en
la presente de NADPH y reductasa, que resulta en la disociaciédn
de las VGF y la posterior liberacidén de insulina (y/u otro

agente de tratamiento de la diabetes).

Para aumentar la facilidad de administracién, las VGF que
ahora se desvelan pueden cargarse dentro de un parche a base
de una matriz de microagujas (MA) para el suministro sin dolor
de un agente de tratamiento de la diabetes (por ejemplo
insulina). Véanse Figuras 1B y 4A. Por ejemplo, como se muestra
en la Figura 4A, se puede fabricar una matriz de microagujas a
partir de AH reticulado, en la que la reticulacidén puede
mejorar la rigidez de las microagujas y restringir la pérdida
de VGF de las agujas. Como se muestra en la Figura 1B, cuando
se administra subcutdnemanete, las VGF cargadas en las
microagujas se desensamblan cuando se exponen a un alto nivel
de glucosa de fluido intersticial en las redes linfaticas vy
capilares, promoviendo de este modo la liberacidédn del agente
de tratamiento de la diabetes (por ejemplo, insulina) que puede
absorberse a través de los wvasos linfaticos vy capilares
rapidamente. Como se describe en el presente documento a
continuacién, un "parche de insulina inteligente" ilustrativo
con mecanismos sensible a la hipoxia y sensible a la glucosa
puede mostrar una capacidad de respuesta a la regulacidén de
glucosa rapida y una prevencidén segura de hipoglucemia en un

modelo de ratdédn de diabetes tipo 1.

III. VESICULAS SENSIBLES A GLUCOSA, COMPOSICIONES Y SISTEMAS

RELACIONADOS
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Un sistema de suministro de insulina de bucle cerrado que
"secreta" insulina en respuesta a la glucosa en sangre mantiene
la gran promesa para tratar la diabetes de tipo 1 y diabetes
avanzada de tipo 2, asi como mejorar la calidad de vida de los
pacientes diabéticos. La materia objeto que ahora se desvela
proporciona, en algunas realizaciones, un dispositivo de
suministro sensible a glucosa para el suministro de insulina
y/u otro agente de tratamiento de la diabetes usando un parche
de matriz de microagujas sin dolor que contiene vesiculas
sensibles a la hipoxia, que pueden disociarse rapidamente vy
liberar un agente o agentes encapsulados terapéuticos (por
ejemplo, insulina) cuando se exponen a un entorno hipdxico
local generado por la oxidacidén enzimadtica de la glucosa en el
estado hiperglucémico. Este "parche de insulina inteligente"
puede regular la glucosa en sangre con una capacidad de

respuesta rédpida y la prevencidén de la hipoglucemia.

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela se refiere a composiciones para el suministro de un
agente de tratamiento de la diabetes, por ejemplo, insulina o
derivados bioactivos de la misma) a un sujeto que lo necesite,
por ejemplo, para el control de la diabetes u otro trastorno
metabdélico de la glucosa que conduce a la hiperglucemia. En
algunas realizaciones, las composiciones que ahora se desvelan
pueden proporcionar el suministro de un tratamiento de 1la
diabetes de bucle cerrado sensible a la glucosa a un sujeto
que lo necesite, promoviendo de este modo un control de la
diabetes méds econdémico y sencillo, asi como la prevencidn de

complicaciones hipoglucémicas del tratamiento de la diabetes.
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En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona una composicidn que comprende:

(a) un material polimérico anfifilico, en el que el material
polimérico anfifilico comprende un polimero hidréfilo
conjugado con un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia, en
el que el grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia comprende
un resto sensible a la hipoxia qgque puede reducirse en la
presente de un entorno hipdéxico para formar un resto
hidréfilo;

(b) un agente de tratamiento de la diabetes, opcionalmente

una insulina o un derivado biocactivo de la misma; vy

(c) un agente oxidante de glucosa.

El polimero hidrdéfilo puede ser un polimero biocompatible
sintético o producido naturalmente. Entre los polimeros
hidr6filos adecuados se pueden incluir restos de cadena lateral
polares o cargadas. En algunas realizaciones, el polimero
hidré6filo puede ser biodegradable. Los polimeros hidréfilos
adecuados incluyen, pero sin limitarse a acidos de
poliaminoéacidos (tal como acido poliglutédmico, acido
poliaspartico, etc.) copolimeros en Dblogque sintéticos (por
ejemplo, en el gque al menos un blogque comprende una cadena
polimérica hidréfila) y polisacéaridos, tal como
glucosaminoglicanos (GAG). En algunas ©realizaciones, el
polimero hidréfilo es un GAG, tal como &cido de hialuronano o
hialurénico; heparina, sulfato de  Theparano, sulfato de
condroitina, sulfato de dermatano y sulfato de queratina. En
algunas realizaciones, el polimero hidrdéfilo es un Aacido

hialurdnico.

Tal como se indica anteriormente, el grupo hidrofdbico

comprende un resto sensible a la hipoxia, por ejemplo un resto
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que puede someterse a una reaccidn qguimica u otro cambio
estructural en respuesta a una disminucidén en oxigeno (por
ejemplo, en un disolvente o entorno fisioldgico en contacto
con el material polimérico anfifilico). Por ejemplo, el grupo
sensible a la hipoxia puede someterse a una reaccidén o
reacciones de reduccidén en respuesta a una disminucidén en
oxigeno. La reaccidén o reacciones de reduccidén pueden
catalizarse mediante una enzima. En algunas realizaciones, la
disminucidén en oxigeno puede ser el resultado del agotamiento
localizado de oxigeno causado por la actividad de un agente
oxidante de glucosa gque oxida glucosa en contacto con el
material polimérico anfifilico. Por 1lo tanto, en algunas
realizaciones, la hipoxia es un efecto secundario de un aumento
en la concentracién de glucosa cerca del material polimérico

anfifilico y su agente oxidante de glucosa asociado.

Entre los restos sensibles a la hipoxia representativos se
incluyen grupos arilo sustituidos <con nitro. En algunas
realizaciones, el resto sensible a la hipoxia es un
nitroimidazol (por ejemplo, un 2-nitroimidazol) . El
nitroimidazol puede comprender uno o mas sustituyentes de grupo
arilo (por ejemplo, alquilo, halo, etc.) sustituido sobre
carbono y/o atomos de nitrdégeno del anillo de imidazol, es
decir, ademés del grupo nitro sustituido sobre el anillo de
imidazol. En algunas realizaciones, el resto sensible a 1la

hipoxia puede incluir mas de uno de grupo nitro.

En algunas realizaciones, el grupo hidrofdébico estd unido
de forma covalente con el polimero hidréfilo. Por ejemplo, el
grupo hidrofdébico puede basarse en una molécula precursora que

incluye un grupo amino. El grupo amino de la molécula
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precursora puede formar un enlace de amida con un grupo de
acido carboxilico presente sobre el polimero hidréfilo. En
algunas realizaciones, el material anfifilico polimérico puede
comprender &cido hialurédénico (u otro polimero hidréfilo que
comprende grupos de cadena lateral carboxilica) conjugado con
una alquilamina sustituido con 2-nitroimidazol, tal como, pero
sin limitarse a 6- (2-nitroimidazol) hexilamina, 5-(2-
nitroimidazol)pentilamina, 4-(2-nitroimidazol)butilamina, 7-
(2-nitroimidazol) heptilamina, 8-(2-nitroimidazol)octilamina vy

similares.

Puede usarse cualquier agente oxidante de glucosa adecuado.
En algunas realizaciones, el agente oxidante de glucosa es una
enzima, tal como glucosa oxidasa (GOx) (EC1.1.3.4), que oxida
glucosa para producir perdxido de hidrbdégeno y D-glucono-90-
actona, la forma ciclica de &cido glucdbdnico. En algunas
realizaciones, el agente oxidante de glucosa puede ser una

variante bioldégicamente activa de GOx.

En algunas realizaciones, el agente de tratamiento de la
diabetes es una insulina o un derivado biocactivo de la misma,
tal como insulina humana, insulina humana recombinante,
insulina de origen animal no humano (por ejemplo, bovino,
porcino) o cualquier otra insulina, que incluye derivados de
insulina. En algunas realizaciones, la insulina es de la misma
especie que la del destinatario deseado, es decir, insulina
humana para el tratamiento de humanos. La insulina o el
derivado biocactivo de la misma puede incluir mezclas de
distintas insulinas y/o derivados. La insulina o derivado
biocactivo de la misma puede incluir insulinas de accidén réapida,

anadalogos de insulina de accidén breve, insulinas de accidn
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intermedia y/o insulinas de accidén prolongada. En algunas
realizaciones, la insulina o derivado biocactivo de la misma es

una insulina de accidn breve.

Las insulinas de accidédn breve empiezan a trabajar a entre
los uno a 20 minutos, con su madximo efecto una hora después y
durando de tres a cinco horas. La insulina de accién rapida
tarda aproximadamente dos horas en absorberse por completo
dentro de la circulacidén sistémica. Las insulinas de accidn
rapida incluyen insulina humana recombinante regular (tal como
HUMULIN™ comercializada por Lilly y NOVOLIN™, comercializada
por NovoNordisk). Las insulinas bovinas y porcinas, que
difieren en varios aminodcidos en cuanto a la insulina humana,
pero son bioactivas en los humanos, también son insulinas de

accidén rapida.

Las insulinas de accidén breve incluyen insulinas que han
sido modificadas o tienen ubicaciones alteradas de aminoacidos
para aumentar su velocidad de absorcién. Existen tres tipos de
analogos de insulina de accidén breve en el mercado disponible:
insulina lispro (insulina Lisine-Prolina, vendida por Eli Lilly
as HUMALOG™), insulina glulisina (vendida por Sanofi-Aventis
como APIDRA™) e insulina aspart (vendida por Novo Nordisk como

NOVOLOG™) .

Insulina de accidén intermedia tiene un tiempo de wvida mas
largo que la insulina de accidn corta, pero es mads lenta en
empezar a trabajar y le lleva méds tiempo en alcanzar su
resistencia maxima. La insulina de accidn intermedia
normalmente empieza a trabajar a las 2-4 horas después de su

inyeccidén, con su méximo aproximadamente entre 4-14 horas
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después de la inyeccidén y permanece efectiva hasta 24 horas
después de la inyeccidn. Entre los tipos de insulina de accidn
intermedia se incluye insulina NPH (protamina neutra Hagedorn)
y LENTE™. La insulina NPH contiene protamina que ralentiza la
velocidad de absorcidédn de modo que la absorcidn de insulina
tarda mas en alcanzar el torrente sanguineo pero tiene un

maximo y tiempo de vida superiores.

Las insulinas de accidédn prolongada incluyen Eli Lilly's
Humulin™ U (insulina humana Ultralente™ (origen ADN
recombinante) suspensién de zinc extendido); e insulina
glargina (LANTUS™ Aventis). La insulina glargina en un analogo
de insulina humana recombinante que puede tener hasta 24 horas
de duracién. Difiere de 1la insulina humana por tener una
glicina en lugar de asparagina en la posicidén 21 y dos argininas
afiadidas a la terminal carboxi de la cadena beta. LANTUS™
consiste en insulina glargina en un fluido acuoso claro (100
IU, 3.6378 mg de insulina glargina, 30 microgramos de zinc,

(o)

2,7 mg de m-cresol, 20 mg de glicerol 85 % y agua a 1 ml).

Adicionalmente, o como una alternativa a la insulina o
derivado bioactivo de la misma, la composicidén que ahora se
desvela puede comprender un agente activo no basado en insulina
conocido en la técnica para el tratamiento de la diabetes o
para una complicacién de la misma o para otro trastorno
metabdélico de glucosa. Por lo tanto, en algunas realizaciones,
la composicidédn que ahora se desvela puede incluir un féarmaco
de diabetes no basado en insulina, tal como, pero sin estar
limitado a, los agentes de tratamiento de diabetes no basados
en insulina gque se enumeran a continuacidén en el presente

documento, por ejemplo, Péptido 1 similar al glucogdn (GLP1l) o
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un andlogo del mismo, un inhibidor de alfa-glucosidasa, una

sulfonilurea, una tiazolidinediona o una biguanida.

En algunas realizaciones, el material polimérico anfifilico
forma una nanoparticula que contiene el agente de tratamiento
de 1la diabetes (por ejemplo, la insulina o el derivado
bicactivo de la misma y/u otro agente de tratamiento de la
diabetes) y el agente oxidante de glucosa encerrado o atrapado
dentro del interior de la nanoparticula (por ejemplo, en poros
u otros espacios interiores dentro de la nanoparticula) o de
otro modo asociado de forma no covalente con el material
polimérico. En algunas realizaciones, la reduccién del resto
sensible a la hipoxia puede interrumpir la estructura de la
nanoparticula (por ejemplo, seguin el polimero anfifilico se
vuelve mas hidréfilo), permitiendo que el agente de tratamiento
de la diabetes (por ejemplo, la insulina o el derivado
biocactivo de la misma) se disperse desde la nanoparticula (por
ejemplo, mediante difusién). En algunas realizaciones, el
material polimérico anfifilico forma una vesicula que encapsula
el agente de tratamiento de la diabetes (por ejemplo, la
insulina o el derivado biocactivo de la misma) y el agente
oxidante de glucosa. La reduccidén del resto sensible a la
hipoxia (por ejemplo, en respuesta a la hipoxia resultante de
un aumento en la actividad del agente oxidante de glucosa
debido a un aumento en glucosa) puede conducir al desensamblaje
de la vesicula y a la liberacidén del agente de tratamiento de

la diabetes (por ejemplo, la insulina o derivado de la misma).

En algunas realizaciones, la nanoparticula y/o vesiculas
pueden tener un didmetro promedio de entre aproximadamente 50

a aproximadamente 500 nm. En algunas realizaciones, el diametro
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promedio se encuentra entre aproximadamente 50 y
aproximadamente 250 nm. En algunas realizaciones, el didmetro
promedio se encuentra entre aproximadamente 80 y
aproximadamente 160 nm (por ejemplo, aproximadamente 80, 85,
90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150,
155, o 160 nm). En algunas realizaciones, las nanoparticulas
y/o vesiculas tienen un didmetro promedio (por ejemplo, segun
medido a través de dispersidn dindmica de luz) de
aproximadamente 118 nm. En algunas realizaciones, las
nanoparticulas y/ vesiculas puede ser mono-dispersas o casi
mono-dispersas (por ejemplo, en las que al menos
aproximadamente el 80 % de la distribucidén recae entre el 15

o)

, 10 $ o 5 % del tamafio de particula medio).

o°

En algunas realizaciones, las composiciones de la materia
objeto que ahora se desvela, por ejemplo, las nanoparticulas
y/o vesiculas, pueden usarse para preparar una microaguja o
una matriz de microagujas para el suministro de un agente de
tratamiento de la diabetes (por ejemplo, insulina o un derivado

bioactivo de la misma) .

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona una matriz de microagujas que comprende
una pluralidad de microagujas que comprenden vesiculas y/o
nanoparticulas, en las que las vesiculas y/o nanoparticulas
comprende un material polimérico anfifilico que comprende un
polimero hidréfilo conjugado (por ejemplo, conjugado de forma
covalente) a un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia, en el
que dicho grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia comprende un
resto sensible a la hipoxia que es capaz de reducirse en un

entorno hipdéxico para formar un resto hidréfilo %
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adicionalmente en el que (i) un agente de tratamiento de 1la
diabetes, opcionalmente una insulina o un derivado biocactivo
de la misma y (ii) un agente oxidante de glucosa estan contenido
dentro de dicha vesicula. En algunas realizaciones, la matriz
de microagujas puede comprender una pluralidad de microagujas
en las que cada una de dicha pluralidad de microagujas tiene
una longitud de entre aproximadamente 20 y aproximadamente 1000
micrémetros (por ejemplo, aproximadamente 20, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, o aproximadamente 1000 micrdémetros). En
algunas realizaciones, cada una de la pluralidad de microagujas
tiene una longitud de entre aproximadamente 500 micrdémetros vy
aproximadamente 700 micrdémetros. En algunas realizaciones,
cada microaguja tiene wuna forma aproximadamente cdnica o
piramidal. En algunas —realizaciones, la punta de las
microagujas puede ser 1inferior a aproximadamente 100
micrémetros, de menos de aproximadamente 75 micrdémetros, de
menos de aproximadamente 50 micrémetros, de menos de
aproximadamente 40 micrdémetros, inferior a aproximadamente 30
micrdémetros o inferior a aproximadamente 20 micrdmetros. En
algunas realizaciones, la punta de cada una de las microagujas

puede ser de aproximadamente 10 micrdémetros.

La matriz de microagujas puede comprender una pluralidad de
microagujas, en las que las bases de las microagujas se
disponente en cualquier patrdén bidimensional adecuado. Las
microagujas pueden disponerse en una matriz regular (por
ejemplo, un patrdédn de forma cuadrada, rectangular, circular,
oval y de otra forma) en el que la distancia entre las
microagujas individuales permanece siendo el mismo o varia de

un modo repetitivo o en una matriz irregular (por ejemplo, en
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la que la distancia entre las microagujas individuales varia

de un modo repetitivo no reconocible).

En algunas realizaciones, la matriz de microagujas puede
proporcionarse como parte de un parche cutdneo. En algunas
realizaciones, la matriz de microagujas puede comprender uno o
mas capas exteriores (por ejemplo, para proteger la matriz de
microagujas de la humedad o de agresiones fisicas (por ejemplo,
rasgufios) . En algunas realizaciones, la matriz de microagujas
puede comprender una capa que se extiende hacia afuera de 1la
matriz (por ejemplo, coplanar a la base de la matriz) que
comprende un adhesivo compatible con la piel para ayudar en la

unidén de la matriz a la piel.

Las matrices de microagujas que ahora se desvelan pueden
liberar un agente o agentes de tratamiento de la diabetes (por
ejemplo, insulina o un derivado bioactivo de la misma y/u otro
agente de tratamiento de la diabetes) de un modo sensible o
dependiente a la glucosa. En algunas realizaciones, 1la
velocidad de liberacidén del agente o agentes de tratamiento de
la diabetes (por ejemplo, de la insulina o derivado bioactivo)
es dependiente de la concentracidén de glucosa dgue entra en
contacto con la matriz (por ejemplo, la velocidad de liberaciédn
es mas rapida cuando la matriz estd en contacto con
concentraciones de glucosa mas altas). En algunas
realizaciones, la matriz de microagujas es un sistema de
suministro de insulina de bucle cerrado.

IV. PROCEDIMIENTOS DE TRATAMIENTO

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se

desvela proporciona un procedimiento de suministro de un agente
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de tratamiento de la diabetes, tal como insulina o un derivado
de insulina Dbiocactivo, a un sujeto que 1lo necesite,
comprendiendo el procedimiento la administracién de una
composicién (por ejemplo, una nanoparticula y/o vesicula) de
la materia objeto que ahora se desvela al sujeto. La
administracidén puede realizarse a través de cualquier via (por
ejemplo, oral, intravenosa (i.v.), intraperitoneal (i.p.),
subcutédnea, intramuscular, transdérmica o via inhalacidén). Las
composiciones que ahora se desvelan pueden proporcionarse en
una cantidad efectiva terapéutica en cualquier portador,
vehiculo o diluyente farmacoldgicamente aceptable adecuado

(por ejemplo, agua).

Por "cantidad terapéuticamente efectiva" quiere decirse que
la administracién de esa cantidad a un individuo, bien en una
dosis Unica o bien como parte de una serie de dosis, es eficaz
para producir un efecto mesurable sobre el sujeto. Por ejemplo,
una cantidad terapéuticamente efectiva puede ser la cantidad
requerida para disminuir o rebajar la concentracién de glucosa
en sangre del sujeto o para causar una mejora en la prueba de
tolerancia a la glucosa. Por 1lo tanto, una cantidad
terapéuticamente efectiva puede ser una cantidad suficiente
para reducir o disminuir cualguier nivel (por ejemplo, un nivel
de base) de glucosa en plasma en ayunas (GPA), en el que, por
ejemplo, la cantidad es suficiente para reducir un nivel de
FGP mayor que 200 mg/dl a inferior que 200 mg/dl o en el que
la cantidad es suficiente para reducir un nivel de GPA entre
aproximadamente 175 mg/dl vy aproximadamente 200 mg/dl a
inferior gque el nivel de inicio. En algunas realizaciones, 1la
cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente

para reducir el nivel de GPA a inferior que aproximadamente
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150 mg/dl, inferior a aproximadamente 125 mg/dl, inferior a
aproximadamente 120 mg/dl, inferior a aproximadamente 115 mg/dl
o inferior a aproximadamente 110 mg/dl. La cantidad
terapéuticamente eficaz puede ajustarse en conexidén con el
régimen de dosis y el anadlisis diagnéstico de la afeccidn del
sujeto (por ejemplo, control de los niveles de glucosa y/o
insulina en el plasma). La cantidad terapéuticamente efectiva
puede variar dependiendo de la salud y condiciones fisicas del
sujeto, el peso del sujeto, el grado de la solucidén de la
enfermedad deseado, la actividad de la insulina o el derivado
de insulina (u otro agente de tratamiento de la diabetes), la

actividad del agente oxidante de glucosa, la formulacidn, etc.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende
proporcionar una matriz de microagujas de la materia objeto
que ahora se desvela y aplicar dicha matriz a la superficie
cutdnea del sujeto. Cuando la glucosa entra en contacto con la
matriz de microagujas, se oxida, creando de este modo un
entorno hipéxico que resulta en la reduccidén del resto sensible
a la hipoxia del grupo hidrofébico del material polimérico
anfifilico, formando de este modo un resto hidréfilo. La
formacién del resto hidréfilo puede conducir a la interrupcidn
de las vesiculas y/o nanoparticulas gque comprenden el material
polimérico anfifilico y la liberacidén del agente de tratamiento
de la diabetes (por ejemplo, la insulina o el derivado de
insulina biocactivo) contenido en las vesiculas y/o
nanoparticulas. En algunas realizaciones, el suministro del
agente de tratamiento de la diabetes (por ejemplo, la insulina
o el derivado de insulina biocactivo) estd a una velocidad que
se corresponde con la concentracidén de glucosa que entra en

contacto con la matriz de microagujas.
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En algunas realizaciones, mas de una matriz de microagujas
puede aplicarse sobre la superficie cutanea del sujeto, por
ejemplo, simultdnea o secuencialmente. Por ejemplo, las
matrices de microagujas pueden aplicarse secuencialmente cada
pocas horas. En algunas realizaciones, una o mas matrices
pueden aplicarse antes de, durante o dentro de unos pocos
minutos (por ejemplo, dentro de aproximadamente 5 a 120
minutos) tras el consumo de comida por el sujeto. En algunas
realizaciones, la matriz de aplica antes del consumo de comida
por el sujeto y una segunda matriz se aplica a los pocos minutos

después del consumo de comida por el sujeto.

La matriz de microagujas puede incluir wuna unidad de
dosificacidén adecuada del agente de tratamiento de la diabetes
(por ejemplo, insulina o derivado biocactivo de la misma)
apropiado para el sujeto a tratar (por ejemplo, basédndose en
el peso del sujeto) y/o a base de una concentracidén de sangre
real o estimada en el sujeto a tratar (por ejemplo, basandose
en la ingesta de alimentos real o estimada (en particular
ingesta de carbohidratos) por el sujeto). El término "unidad
de dosificacién" puede referirse a una unidad separada gue
contiene una cantidad predeterminada de insulina, agente
oxidante de glucosa y/u otro agente terapéutico, suficiente

para producir una efecto deseable o mesurable.

En algunas realizaciones, uno o mas agente terapéutico
adicional estd contenido dentro de 1las vesiculas vy puede
liberarse junto con el agente de tratamiento de la diabetes
(por ejemplo, la insulina o derivado bicactivo de la misma).

En algunas realizaciones, el agente terapéutico adicional es
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soluble en agua. En algunas realizaciones, el agente
terapéutico adicional es wuna proteina o un derivado de

proteina.

En algunas realizaciones, la vesicula puede incluir tanto
insulina (o un derivado bioactivo de la misma) como un agente
terapéutico adicional, en el que el agente terapéutico
adicional es otro agente para el tratamiento de la diabetes o
una complicacién de la misma (por ejemplo, neuropatia
diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,
glaucoma, cetoacidosis diabética, infecciones bacterianas o
fingicas). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el agente
terapéutico adicional puede incluir uno o mas agentes activos
no basados en insulina conocidos en la técnica y usados en el
tratamiento de la diabetes (por ejemplo, diabetes de tipo 2).
Los agentes no basados en insulina pueden clasificarse dentro
de varias amplias clases de farmacos que incluyen, pero sin
estar limitados a, sensibilizadores de la insulina, inhibidores
DPP IV y andlogos de GLPl, secretagogos de la insulina que
incluyen, pero sin estar limitados a, sulfonilureas tales como
acetohexamida (DYMELOR), clorpropamida (DIABINESE), tolazamida
(TOLINASE) , tolbutamida (ORINASE), glimepirida (AMARYL),
glipizida (GLUCOTROL), glipizida de 1liberacidén extendida
(GLUCOTROL XL), gliburida (DIABETA, MICRONASE), gliburida
micronizada (GLYNASE, PRESTAR) , meglitinidas tales como
nateglinida (STARLIX) vy repaglinida (PRANDIN), polipéptidos
inhibidores gastricos (GIP), péptido similar al glucagdn (GLP) -
1, morfilinoguanida BTS 67582, inhibidores de fosfodiesterasa
y derivados de éster de succinato, activadores de recepcidn de
insulina; biguanidas sensibilizantes de insulina tales como

metformina (GLUCOPHAGE), tiazolidinedionas (TZD) tales como
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troglitazona (REZULIN), pioglitazona (ACTOS), roziglitazona

(AVANDIA), MCC-555, rivoglitazona, ciglitazona; antagonista
GL262570 de peroxisoma proliferador activado del receptory

(PPARYy) de no TZD, inhibidores de alfa-glucosidasa tales como
acarbosa (PRECOSE) y miglitol (GLYSET), agentes de combinacidn
tales como glucovance (GLUCOPHAGE con GLYBURIDE), inhibidores
de tirosina fosfatasa tales como vanadio, inhibidores PTP-1B y
activadores AMPK, incluyendo b5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleosida (AICAR), y otros agentes tales como exendina
(EXENATIDE (exendina-4 sintética)) y amilina (SYMLIN™ (acetato
de plamlintida)), D-quiro-inositol, ligandos de péptido
alterados (NBI-6024), complejo DB anérgico, melanocortina
inhibidora de GABA, agente reductor de glucosa (ALT-4037),
aerodosis (AEROGEN) , imitador de insulina, factor-1 de
crecimiento similar a la insulina solo o en un complejo con
BP3 (SOMATOKLINE), metoclopramida HCL (Emitasol/SPD 425),
andlogos de motillde/ertromicina e imitadores de GAG. En
ciertas realizaciones, el agente de tratamiento de la diabetes
no basado en insulina puede ser un sensibilizador de insulina,
tal como, pero sin estar limitados a, una tiazolidinediona,
por ejemplo, rosiglitazona, pioglitazona, troglitazona, MCC-
555, rivoglitazona, ciglitazona y similares, y combinaciones

de los mismos.

En algunas realizaciones, el sujeto tratado segun la materia
objeto que ahora se desvela es un sujeto humano, aunque se
entiende que los procedimientos descritos en el presente
documento son eficaces con respecto a todas las especies
vertebradas, que estadn concebidos para que se incluyen en el

término "sujeto".
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De forma mds particular, en el presente documento se
proporciona el tratamiento de mamiferos, tales como humanos,
asi como aquellos mamiferos de importancia debido al hecho de
que estdn el peligro de extincién (tales como tigres
siberianos), de importancia econdémica (animales criados en
granjas para el consumo humano) y/o de importancia social
(animales mantenidos como mascotas o en zoos) para los humanos,
por ejemplo, carnivoros distintos de humanos (tales como gatos
y perros), porcinos (cerdos, puercos y Jjabalies), rumiantes
(tales como ganado, bueyes, ovejas, jirafas, ciervos, cabras,
bisontes y camellos) asi como caballos. Por lo tanto, las
realizaciones de los procedimientos descritos en el presente
documento incluyen el tratamiento de ganado, incluyendo, pero
sin estar limitados a, porcinos domesticados (cerdos vy

puercos), rumiantes, caballos, aves de corral y similares.

En general, los procedimientos que ahora se desvelan pueden
usarse para tratar sujetos con diabetes u otro trastorno
metabdélico de glucosa que resulta en una concentracidédn de
glucosa en sangre aumentada (es decir, hiperglucemia). La frase
" trastorno metabdélico de glucosa" puede abarcar cualquier
trastorno caracterizado por un sintoma clinico O una
combinacién de sintomas clinicos que estdn asociados con un
nivel elevado de glucosa y/o un nivel elevado de insulina en
un sujeto en relacidén con un individuo sano. Los niveles
elevados de glucosa y/o insulina pueden manifestarse en las
siguientes enfermedades, trastornos % condiciones:
hiperglucemia, diabetes tipo II, diabetes gestacional,
diabetes tipo I, resistencia a 1la insulina, alteracidén de

tolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, metabolismo de

glucosa alterado, prediabetes, otros trastornos metabdlicos
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(tales como sindrome metabdélico, que también se denomina como

sindrome X), y obesidad, entre otros.

En términos generales, los términos "diabetes" y "diabético"
se refieren a una enfermedad progresiva del metabolismo de
carbohidratos que implican una produccidén adecuada o el uso de
insulina, frecuentemente caracterizada por hiperglucemia vy
glicosuria. Los términos "prediabetes" y "prediabético" tal
como se usa en el presente documento, pueden referirse a un
estado en el que el sujeto no tiene las caracteristicas,
sintomas y similares que se observa normalmente en la diabetes,
pero tiene las caracteristicas, sintomas y similares que, si
no se tratan, pueden progresar a una diabetes. La presencia de
estas condiciones pueden determinarse usando, por ejemplo, bien
la prueba de glucosa en plasma en ayunas (GPA) o la prueba de
tolerancia oral de la glucosa (OGTT) . Ambas requieren
normalmente que un sujeto esté en ayunas al menos 8 horas antes

de iniciar la prueba.

En la prueba de FPG, la glucosa en sangre de un sujeto se
mide después de la conclusidén de las ayunas; en general, el
sujeto ayuna durante la noche y la glucosa en sangre se mide
por la mafiana antes de que el sujeto coma. Un sujeto sano
tendria generalmente una concentracién de FPG de entre
aproximadamente 90 y aproximadamente 100 mg/dl, un sujeto con
"prediabetes" tendria generalmente una concentracidén de FPG de
entre aproximadamente 100 y aproximadamente 125 mg/dl y un
sujeto con "diabetes" tendria generalmente un nivel de FPG por

encima de aproximadamente 126 mg/dl.

En la OGTT, se mide la glucosa en sangre de un sujeto después
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de ayunas y de nuevo dos horas después de beber una bebida rica
en glucosa. Dos horas después del consumo de la bebida rica en
glucosa, el sujeto sano generalmente tiene una concentracidn
de glucosa en sangre por debajo de aproximadamente 140 mg/dl,
un sujeto prediabético tiene generalmente una concentracidn de
glucosa en sangre aproximadamente de 140 a aproximadamente 199
mg/dl y un sujeto diabético tiene generalmente una
concentracién de glucosa en sangre de aproximadamente 200 mg/dl

O superior.

Mientras que los valores glucémicos anteriormente
mencionados pertenecen a sujetos humanos, la normoglucemia, la
hiperglucemia moderada y la hiperglucemia abierta se escalan
de forma distinta en sujetos murinos. Un sujeto murino sano
después de una ayunas de cuatro horas generalmente tiene una
concentracién de GPA de entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 150 mg/dl, un sujeto murino con "prediabetes"
generalmente tendria una concentracién de GPA de entre
aproximadamente 175 y aproximadamente 250 mg/dl y un sujeto
murino con "diabetes" tendria generalmente una concentracidn

de GPA por encima de aproximadamente 250 mg/dl.

En algunas realizaciones, el sujeto es diabético. El sujeto
puede tener una diabetes tipo 1 o tipo 2. En algunas
realizaciones, el sujeto puede tener diabetes gestacional o
prediabetes. En algunas realizaciones, el sujeto puede tener
un trastorno metabdlico de glucosa distinto a diabetes (por
ejemplo, sindrome metabdélico, metabolismo de glucosa alterado,
hiperinsulinemia, etc.). Los candidatos adecuados para el
tratamiento usando los procedimientos que ahora se desvelan

pueden determinarse usando procedimientos de diagndéstico
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conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante andlisis de
glucosa en plasma y/o niveles de insulina. Por ejemplo, los
sujetos adecuados pueden incluir humanos que tienen una
concentracién de glucosa en sangre en ayunas (por ejemplo,
después de una ayunas de 8 a 10 horas) superior a
aproximadamente 100 mg/dl, superior a aproximadamente 110
mg/dl, superior a aproximadamente 120 mg/dl, superior a
aproximadamente 150 mg/dl o superior a aproximadamente 200
mg/dl. Los sujetos adecuados también pueden incluir humanos
que tienen una concentracidén de glucosa en sangre postprandial
de dos horas de més de aproximadamente 140 md/dl, més de
aproximadamente 150 mg/dl o mads de aproximadamente 200 mg/dl.
La concentracidén de glucosa también puede presentarse en las
unidades de milimol por litro (mmol/L), que se pueden adquirir

mediante la divisién de los mg/dl por un factor de 18.

V. PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE MATRICES DE MICROAGUJAS

En algunas realizaciones, la materia objeto que ahora se
desvela proporciona un procedimiento de preparacidédn de una
matriz de microagujas para el suministro sensible de glucosa
de un agente de tratamiento de 1la diabetes (por ejemplo,
insulina o un derivado bioactivo de la misma). En algunas

realizaciones, el procedimiento puede comprender:

(a) preparar una solucidén acuosa de wuna vesicula vy/o
nanoparticulas de la materia objeto que ahora se desvela;
(b) dispersar dicha solucidén acuosa dentro de un molde que
comprende una pluralidad de cavidades de microagujas,
proporcionando de este modo un molde cargado;

(c) secar el molde cargado para retirar agua; y

(d) retirar el molde para proporcionar una matriz de
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microagujas.

En algunas realizaciones, el procedimiento puede comprender
adicionalmente la reticulacidén de materiales poliméricos en la
matriz de microagujas. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
un reticulante quimico (por ejemplo, N, N-
metilenobisacrilamida) y/o un fotoiniciador pueden afiadirse al
molde antes del secado. En algunas realizaciones, la
reticulacién puede realizarse mediante exposicidn a

irradiacidén UV después de que se haya retirado el molde.

En algunas realizaciones, puede afiadirse un polimero
adicional al molde antes del secado. El polimero adicional
puede ser el mismo o distinto del polimero hidréfilo del
material polimérico anfifilico. En algunas realizaciones, el
polimero adicional es un &cido hialurénico modificado, tal como

un acido hialurdénico modificado con alquileno y/o acrilato.

En algunas realizaciones, la carga del molde en la etapa
(b) puede realizarse al vacio y/o puede involucrar el
centrifugado del molde (por ejemplo, para ayudar en el embalaje
eficaz y/o aumentado de las vesiculas en las cavidades de las

microagujas) .

En algunas realizaciones, el molde puede desecarse en un

desecador o un desecador al vacio.

En algunas realizaciones, el molde puede comprender un
polimero, tal como silicona (por ejemplo, polidimetilsiloxano
(PDMS)) . E1 molde puede comprender aproximadamente 10, 50, 100,

250, 500, 1000 o més microcavidades. El espacio de punta a
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punta entre las puntas de las microcavidades puede ser de entre
aproximadamente 100 micrdémetros y aproximadamente 1000
micrémetros (por ejemplo, aproximadamente 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,

900, 950, o aproximadamente 1000 micrdémetros).

En algunas realizaciones, la micromatriz preparada puede
embalarse, por ejemplo, para su almacenamiento o envio. Por
ejemplo, el embalaje puede incluir una pelicula de polimero,
tal como una pelicula de polimero impermeable a la humedad y/o
gas. Las matrices pueden embalarse individualmente o en envases

de multimatrices.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se han incluido para proporcionar
las directrices a un experto en la técnica para practicar las
realizaciones representativas de la materia objeto que ahora
se desvela. A la luz de la presente divulgacidén y el nivel
general del experto en la técnica, aquellos expertos pueden
apreciar que los siguientes ejemplos estan concebidos con fines
ilustrativos Uinicamente y que numerosos cambios,
modificaciones y alteraciones pueden emplearse sin alejarse

del ambito de la materia objeto que ahora se desvela.

En general, los resultados in vitro e in vivo presentados
son Promedio * el error estandar del promedio. Se realizd un
andlisis estadistico usando la prueba t de Student o la prueba
ANOVA. Con un valor p < 0,05, se consideraron las diferencias
entre los grupos experimentales y los grupos de control

estadisticamente significantes.
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EJEMPLO 1
SINTESIS REPRESENTATIVA DE

ACIDO HIALURONICO SENSIBLE A LA HIPOXIA

El 4acido hialurdénico sensible a la hipoxia (AH-SH) se
sintetizd conjugando quimicamente el AH con 6-(2-
nitroimidazol)hexilamina a través de formacidén de amida. Todos
los quimicos se compraron de Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, Estados Unidos de América) a menos que se especifique
lo contrario y se usaron tal como se recibieron. El1 4&cido
hialurdénico de sodio (peso molecular 300 kiloDaltons (kDa) se

comprd de Freda Biochem Co., Ltd. (Shandong, China).

Primeramente, se sintetizdé 6-(2-nitroimidazol)hexilamina
para su reaccidén con los acidos carboxilicos del AH. En
resumen, se disolvidé nitroimidazol (NI, 0,15 g, 1,3 mmol) en
DMF, al cual se afiadidé KxCOz (0,28 g, 2,0 mmol). Después, se
afladieron gota a gota 6-(terc-butiloxicarbonilamino)hexil
bromida (es decir, 6-(BOC-amino)hexilbromida, 0,39 g, 1,4 mmol)
dentro de 1la solucidén y se agitd a 80°C durante 4h. Las
impurezas sbélidas se retiraron de la mezcla de reaccidn
mediante filtro y se lavaron con metanol. El disolvente
residual se evapord a continuacidén para obtener el producto
s6lido, que se suspendid en agua desionizada (DI) y se extrayd
con acetato de etilo. La capa organica se recogid y secd sobre
sulfato de sodio y a continuacidédn se concentrd. E1 producto se
volvidé a disolver en metanol sobre hielo. Se afiadieron cinco
(5) ml 1,25 M de HCI en metanol a la solucidén y se agitd durante
24h a temperatura ambiente (TA), después de lo cual se retird

el disolvente usando un evaporador rotatorio para obtener el
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NI funcionalizado con amina. A continuacidén, se conjugd 6-(2-
nitroimidazol)hexilamina con el AH en la presencia de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida clorhidrato (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS). En resumen, se disolvieron 0,24 g de
AH (peso molecular: ~300 kDa) en agua, a los cuales se afiadieron
EDC (0,56 g, 3,4 mmol) y NHS (0,39 g, 3,4 mmol) y agitaron
durante 15 min a TA. A continuacidén se afadidé 6-(2-
nitroimidazol)hexilamina (0,18 g, 0,85 mmol) a la mezcla a TA
durante 24 h. La solucidn de reaccién se dializé
exhaustivamente frente a una mezcla 1:1 de agua DI y metanol
durante 1 dia y frente a agua DI durante 2 dias. Después, Se
obtuvo AH-SH mediante liofilizacidédn y se caracterizdé por RMN
lH (Varian GEMINI 2300; Varian Inc., Palo Alto, California,

Estados Unidos de América).

6-(2-nitroimidazol)hexylamina: RMN 1H (DMSO-d¢, 300 MHz, &
ppm): 1,30-1,78 (m, 8H, NH,CH>(CH2)4), 2,73 (s, 2H, NH:CH), 4,38

(s, 2H, NCH2), 7,19 (s, 1H), 7,87 (s, 1H).

AH-SH: RMN !H (D,0, 300 MHz, & ppm): 1,88-2,40 (m, 8H,
NH,CH, (CH2)4), 2,87-3,19 (m, 4H, NH,CH,, NCH»), 7,19 (s, 1H),

7,48 (s, 1H).

EJEMPLO 2
SINTESIS Y CARACTERIZACION DE

VESICULAS SENSIBLES A GLUCOSA (VGF)

Las VGF se prepararon mediante autocensamblaje en una
solucidén acuosa. En resumen, 20 mg de AH-SH anfifilico se
disolvié en agua/metanol (2/1, v/v), seguido por la adicidn de

10 mg de insulina humana y 1,0 mg de GOx. Se comprd insulina
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recombinante humana (sal de zinc (Zn), 27,5 unidades
internacionales por miligramo (UI/mg)) de Life Technology
(Carlsbad, California, Estados Unidos de América). La emulsidn
se agitd a 4°C durante 2 horas. A continuacidén se retird el
metanol mediante didlisis frente a agua DI durante 1 dia. El
valor pH de la solucidén de VGF resultante se ajustd a 5,3 (el
punto isoceléctrico (pI) de insulina) para retirar la insulina
no cargada mediante centrifugacidén a 8.000 rpm durante 10 min
y se filtrdé adicionalmente mediante un filtro centrifugo
(100.000 Da umbral de masa molecular, Millipore, Billerica,
Massachusetts, Estados Unidos de América) a un pH de 7,4. La
solucidén de VGF sinal de almacendé a 4°C para un estudio
posterior. La capacidad de carga de insulina (CC) de las VGF
se determindé midiendo el contenido de insulina cargada usando
un analisis de proteinas Coomassie Plus (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Estados Unidos de
América). El potencial zeta y la distribucién de tamafio de las
VGF se midieron sobre el Zetasizer (Nano ZS, Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). Se obtuvieron imé&genes
de microscopio electrénico de transmisidén (MET) sobre el
instrumento JEOL 2000FX TEM (JEOL EE.UU., 1Inc., Peabody,

Massachusetts, Estados Unidos de América).

Por lo tanto, se formaron VGF mediante autoensamblaje de un
dcido hialurdénico sensible a la hipoxia, encapsulando insulina
humana recombinante y GOx en el nlcleo. Véase la figura 1lA. El
AH-SH se obtuvio a través de la formacidén de un enlace amida
con NI funcionalizado con amina en tres etapas como se describe
en el ejemplo 1. La incorporacidén de grupos NI hidrofdbicos
presente el AH anfifilico derivado, permitiendo la formacidn

de VGEF en la solucidén acuosa. Ademéds, NI proporciona un



10

15

20

25

30

66

elemento sensible a la hipoxia, qgque se espera que se bio-

reduzca en condiciones hipdbdxicas. Véase Nunn y col., Eur. J.

Nucl. Med, 22(3):265-280 (1995); y Takasawa y col., Stroke,

39(5):1629-1637 (2008). El1l producto reducido con 1los grupos
amina es soluble en agua, conduciendo al desensamblaje de las

VGF. Véase la figura 1A.

Las VGF tenian una forma esférica con un tamafilo mono-
dispersado. Véase la figura 2A, imagen MET a la izquierda. El
didmetro promedio de las VGF se determind como 118 nm mediante
la dispersidén dindmica de luz (DLS) (véase figura 2B), que es
consistente con la observacidén con MET. El1l potencial =zeta de
las VGF se midié como -34.7 £+ 0,4 mV debido al carboxilo
residual de AH. La imagen de fluorescencia de las VGF con
insulina marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
verificdé adicionalmente la encapsulacidén exitosa de insulina.
Véase la figura 2D. La capacidad de carga de insulina de las

VGF se determiné como 8,7 %. Si no estaban expuestas a

condiciones hipdbéxicas, las VGF eran altamente estables y no se

observd una precipitacidén significante a 4°C durante un mes.

EJEMPLO 3

LIBERACION DE INSULINA SENSIBLE A LA GLUCOSA DE VGF IN VITRO

Para evaluar la capacidad de respuesta de glucosa de las
VGF, las VGF se incubaron en un tampdédn de PBS de 600 pl (NacCT,
137 mM; KCI, 2,7 mM; NazHPOs, 10 mM; KH2POs4, 2 mM; pH 7,4) con
100 uM de NADPH y 5 pg/ml de citocromo ¢ reductasa. Se afiadieron
diversas cantidades de glucosa para proporcionar soluciones
con una concentracidén final de glucosa de 0 mg/dl, 100 mg/dl o

400 mg/dl. La solucidn de concentracidn de glucosa de 400 mg/dl
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representa un nivel de glucosa hiperglucémico tipico, la
solucidén de concentracidén de glucosa de 100 mg/dl representa
un nivel de glucosa normoglucémica vy la solucidén de

concentracién de glucosa de 0 mg/dl se usd como control. Las

mezclas se incubaron a 37°C en un recipiente <con una
concentracién de oxigeno del 21 % mediante regulacidén con
medidor de flujo de masa. En tiempos predeterminados, se
registrdé el valor pH de cada mezcla usando un medidor de pH
(AB15, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos de América), y a continuacién el valor pH se
ajustdé al pl de insulina para aislar la insulina liberada
mediante centrifugacién a 8.000 rpm durante 10 min. La
concentracién de insulina residual encapsulada en las VGF se
examindé usando una prueba de proteinas Coomassie Plus (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Estados Unidos
de América). La absorbancia se detectd a 595 nm sobre una placa
de lectura multimodo INFINITE® 200 PRO (Tecan Group Ltd.,
Zurich, Suiza), y el contenido de insulina se calibré con una
curva estéandar de insulina. Para representar la absorcidén UV-
Vis de las soluciones de VGF, la intensidad de absorbencia se
midié a 330 nm en tiempos establecidos. Para evaluar el perfil
de liberacidén de la insulina a partir de las VGF en distintas
condiciones de pH, las VGF se incubaron en un tampdn de PBS a
un pH de 4,0 a un pH de 7,4, ambos en la presencia de 100 upM
de NADPH y 5 upg/ml de citocromo ¢ reductasa. La insulina
liberada se mididé usando el mismo procedimiento mencionado
anteriormente. El1 espectro de dicroismo cirular (DC) de UV
lejano de una solucidén de insulina nativa y de una solucidn de
insulina liberada a partir de las VGF (0,1 mg/ml) se analizaron
usando un espectédmetro DC (Aviv Biomedical Inc., Lakewood, New

Jersey, Estados Unidos de América).
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El consumo de oxigeno, causado por la oxidacidén de glucosa
catalizada por GOx, se midié wusando una sonda molecular

fosforescente sensible al oxigeno. Véase Will y col., Nat.

Protoc., 1(6):2563-2572 (2006); y Fercher y col., Acs Nano,

5(7):5499-5508 (2011). La muestra expuesta a la solucidn
hiperglucémica tenia una concentracién de oxigeno inferior en
comparacién con las otras dos muestras. Véase la figura 2F.
Esta alcanzdé rapidamente equilibrio en 10 minutos, sugiriendo
que la velocidad de consumo de oxigeno alcanzd el equilibrio
con la velocidad de disolucién. El1 valor pH registrado de la
solucién de VGF en una solucidén de glucosa de 400 mg/dl
disminuydé de manera constante con el tiempo, Jjustificando
adicionalmente la conversidén de glucosa en acido glucdnico

catalizado por GOx.

En este entorno hipdéxico, los grupos nitro del AH-SH se
redujeron eficazmente mediante electrones de NADPH catalizado
por la reductasa. De acuerdo con el espectro de absorcién de
UV-Vis de las VGF, la disminucién del méximo caracteristico de
NI a 330 nm y la generacidén de un nuevo maximo a 280 nm, gque
se corresponde con el madximo caracteristico de 2-aminoimidazol,
también confirmbé que el grupo nitro de NI se convirtid al grupo
amina a través de la reaccidén de reduccidn en una condiciodn
hipbéxica después de una incubacidén de 2 horas con una solucidn
de glucosa de 400 mg/dl. La concentracién residual de NI se
controld en tiempo real mediante la medicién de la absorbencia
de UV-Vis a 330 nm. La intensidad correspondiente de VGF
incubadas con la solucidén de glucosa de 400 mg/dl se redujo
gradualmente con el tiempo (véase figura 2G), sugiriendo el

reemplazo de los grupos NI hidrofdébicos con grupos amina en el
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nucleo.

Por el contrario, se observd un descenso mucho méds lento de
intensidad de absorcién en las muestras asociadas con la
solucidén de glucosa de 100 mg/dl y no se observd ninguna
disminucidén en la muestra de control sin glucosa. Ademas, se
observaron evoluciones correspondientes de la conformacidén vy
tamafio de VGF a través de imadgenes MET y DLS. Véase figura 2A

y figura 2C.

Para validar adicionalmente la liberacidén de insulina a
partir de las VGF desensambladas, la insulina conjugada con
FITC se encapsuld dentro de VGF. La sefial de fluorescencia se
distribuydé mas homogéneamente en la solucién completa tras 1
h, mientras que la solucidén de VGF mostrd una gran cantidad de
sefial de cluster, sugiriendo la liberacidén de insulina FITC

con el tiempo. Véase la figura 2E.

Se logrd un perfil de liberacidédn de insulina répido a partir
de las VGF incubadas en la solucién de glucosa de 400 mg/dl
debido a la disociacidén de VGF, mientras que solo una pequefia
cantidad de insulina se liberdé de las VGF incubadas en las
soluciones de PBS con 0 o 100 mg/dl de glucosa. Véase la figura
3A. Para validar si la velocidad de liberacidén de insulina se
corresponde directamente con la reduccidén de grupos NI como
resultado del nivel de oxigeno en lugar del nivel de pH
disminuido, se investigd la cinética de liberacidédn en una
solucién de pH=4,0. El resultado demostrdé gque habia una
liberacidédn de insulina insignificante de la muestra incubada
en una solucidén de pH=4,0, confirmando que las VGF son estables

en una condicién 4&cida. Ademas, un perfil de 1liberacién
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cinética alterable de insulina se observdé al variar la
concentracidén de glucosa. Véase la figura 3B. Un méximo de
diferencia de 6,6 veces en 1la velocidad de 1liberacidén de
insulina se logrdé cuando la concentracidén de glucosa se cambid
de 100 mg/dl a 400 mg/dl. Por el contrario, las VGF gque contenia
la mitad de cantidad de GOx mostraron una velocidad de
liberacién mas lente debido a la velocidad de consumo de
oxigeno relativamente méds lento, sugiriendo que la velocidad
de liberacidén de insulina puede ajustarse variando la dosis de
encapsulacidén de la enzima. Ademas, el perfil de liberacién de
insulina de 1las VGF presentdé un patrdédn pulsidtil cuando se
expusieron de forma alternativa a un estado normal e
hiperglucémico, cambiando los estados cada 20 min durante
varios ciclos. Véase la figura 3C. Las VGF respondieron a
cambios en las concentraciones de glucosa rapidamente en
comparacién a los sistemas de bucle cerrado sintéticos
existentes. Véase Mo y col., ChSRv, 43(10):3595-3629 (2014); vy

Veisehy col., Nature Reviews Drug Discovery, 14(1):45-57

(2015) . Por ejemplo, las VGF sensible a la hipoxia mostraron
una velocidad de respuesta significativamente mas rapida a los
niveles hiperglucémicos cuando se compararon con
nanoparticulas sensibles a la glucosa desencadenadas por pH
sensible previamente registradas (véase Gu y col., ACS nano;
7(5):4194-4201 (2013)), con la misma cantidad de enzimas. Sin
quedar limitado a teoria alguna, se cree que la velocidad de
respuesta mas rapida de las VGF que ahora se desvelan puede
atribuirse a un logro méas rapido de un "punto de transformacidn
estructural" para la disociacidn de la formulacidn
desencadenada por el microentorno hipdéxico al contrario de el
desencademamiento por un entorno &cido. De forma colectiva,

los resultados sugieren que el desensamblaje de las VGF y la
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liberacién de insulina es un procedimiento medido por glucosa
y dependiente de 1la hipoxia. Adicionalmente, la estructura
conformacional secundaria de la insulina liberada a partir de
las VGF (0,1 mg/dl) se mantuvo a la de la insulina nativa, tal
como se indica mediante el espectro de dicroismo circular (DC).

Véase la figura 3D.

EJEMPLO 4
FABRICACION Y CARACTERIZACION DE

PARCHE DE MATRIZ DE MICROAGUJAS (MA) CARGADO CON VGF

Para lograr una administracidén conveniente, se prepard un
parche de matriz de microagujas (MA) que contiene VGF. El
parche de matriz de microagujas puede ser indoloro vy

desechable.

En resumen, las VGF se cargaron en primer lugar en las
puntas de un molde de silicona para las MA mediante
centrifugacién, seguido de la adicidén gota a gota de una
solucidén de AH modificado con acrilato (HA-m) gue contenia un
reticulante de N, N' -metilenebisacrilamida (MBA) % un
fotoiniciador. Véase 1la figura 4A. Con irradiacidén UV, la
matriz de agujas a base de AH se fotoreticuld, lo que puede
ayudar a aumentar la rigidez de las MA y evitar la pérdida
indeseada de las VGF de las agujas. Las MA obtenidas tenian
una forma cdédnica y las agujas se dispusieron en una matriz de
10 x 10 con un area de 6 x 6 mm (véase figura 4B), que inmovilizd
posteriormente con una cinta médica. Cada aguja tenia un radio
base de 150 um, una altura de 600 pm, y un radio de punta de
aproximadamente 10 pm. Véase la figura 4C. La figura 4D muestra

la imagen de fluorescencia de una MA representativa que
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contiene VGF cargadas con insulina FITC, indicando que las VGF
se distribuyeron de forma uniforme en el interior. Ademas,
midiendo la resistencia mecanica usando una magquina de
compresién de traccidén, la fuerza de fallo para la MA
reticulada se determindé como 0,06 N/aguja, mientras que la
fuerza de fallo era solo de 0,02 N/aguja para la MA no
reticulada. Véase la figura 4E. En consecuencia, parece que la
rigidez de las MA mejora con la reticulacidén, lo que puede
proporcionar una resistencia suficiente para facilitar la

insercidén cutédnea sin romperse.

Para invertigar si las VGF encapsuladas en las MA mantenian
la capacidad de respuesta a la glucosa después de las
fabricaciones de 1las MA, las puentes de las agujas dgue
contenian VGF se volvieron a disolver dentro de un tampdn de
PBS y se trataron con distintas soluciones de concentracidn de
glucosa. Habia una diferencia insignificante en el perfil de
liberacién en comparacién con el perfil de liberacidén de

insulina de las VGF originales.

EJEMPLO 5
ESTUDIOSIN VIVOde las microagujas para

TRATAMIENTO DE LA DIABETES TIPO 1

Para evaluar el eficacia in vivo de los parches de matriz
de MA para el tratamiento de la diabetes, se agruparon ratones
diabéticos del tipo 1 inducidos con estreptozotocina (STZ)
(machos C57B6, Jackson Lab, Bar Harbour, Maine, Estados Unidos
de América) (cinco ratones por grupo) vy se administrd
transcutdneamente distintas muestras de parche sobre su dordo

(véase figura 5A, superior derecha), incluyendo: un parche de
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MA vacio que contenia solo AH-m; un parche de MA cargado con
insulina recombinante humana; una parche de MA cargado con VGF
que contenia tanto insulina como enzima (VGF (E+I)); un parche
de MA cargado con VGF que contenia insulina y media dosis de
enzima (VGF(1/2E+I)); y un parche de MA cargado con VGF que
contenia insulina solo (VGF(I)). La dosis de insulina aplicada
para cada ratdén fue de 10 mg/kg. La glucosa equivalente de
plasma se midié a partir de muestras de vena caudal
(aproximadamente 3 microlitros) usando un medidor de glucosa
Clarity GL2Plus (Clarity Diagnostics, Boca Raton, Florida,
Estados Unidos de América). Los niveles de glucosa del ratédn
se controlaron durante dos dias antes de la administracidn, y
todos los ratones estuvieron en ayunas durante la noche antes
de la administracién de los distintos parches. Los niveles de
glucosa para cada ratdén de controlaron (a 5, 15, 30, 60 minutos
y una vez por hora después) hasta que volvieron a una

hiperglucemia estable.

Para medir la concentracidén de insulina en plasma in vivo,
se sacaron 25 microlitros de muestras de sangre a partir de la
vena caudal de los ratones en puntos de tiempo indicados. E1
suero se aisld y almacendé a -20°C hasta su andlisis. La
concentracién de insulina en plasma se mididé usando el kit
ELISA de Insulina Humana (Calbiotech, Spring Valley,
California, Estados Unidos de América) segun el protocolo del

fabricante.

Los parches de matriz de MA que ahora se desvela pueden
penetrar de forma eficaz la piel del dorso del ratén, como se
evidencia por la mancha azul tripén (véase figura 5A, superior

derecha) y la macha de hematoxilina y eosina (H&E). Véase la
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figura 5A, inferior. La glucosa en sangre de 1los ratones
tratados en cada grupo se controld durante el tiempo. La
glucosa en sangre en ratones tratados con un parche de MA
cargado con VGF(E+I) disminuyd rapidamente a casi 200 mg/dl a
las 0,5 h y se mantuvo en un estado normoglucémico (< 200
mg/dl) hasta 4 h antes de aumentar gradualmente. Véase la
figura 5B. Sin quedar limitado a teoria alguna, esta velocidad
de respuesta rapida aparece atribuible a la generacidén rapida
de un microentorno hipdéxico que rapidamente activa la
disociacidén de VGF; mientras que la velocidad relativamente
lenta de oxigeno in vivo en comparacidén con los iones de
hidrégeno puede facilitar adicionalmente este procedimiento.
Cuando la dosis de enzima en las MA para cada ratdén se redujo
(de 1 mg/kg a 0,5 mg/kg), la glucosa en sangre de los ratones
tratados con un parche de MA cargado con VGF(1/2E+I) disminuyd
a aproximadamente 350 mg/dl a las 0,5 h, y aumentdé de forma
constante posteriormente. En 1la ausencia de la enzima, la
glucosa de 1los ratones administrados con un parche de MA
cargado con VGF(I) no mostraron una disminucidén notable,
sugiriendo que las VGF fueron estables in vivo. De forma
correspondiente, 1los ratones administrados con un parche
cargado con VGF (E+I) presentaron una concentracidén de insulina
en plasta consistentemente mayor durante al menos 24 horas en
comparacién con aquellos administrados con parches de MA
cargados con VGF(I) o VGF(1/2E+I), como se cuantificd mediante
el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Véase
la figura 5C. La imagen MEB de un parche de MA cargado con
VGF (E+I) insertado dentro de la piel mostrd puntas colapsadas
después del tratamiento (véase figura 5D), indicando
adicionalmente que las VGF cargadas se desensamblan y disuelven

en los tejidos subcuténeos.
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Se llevd a cabo una prueba de tolerancia a la glucosa para
confirmar la capacidad de respuesta a la glucosa in vivo a MA
una hora después de la administracidén de un parche de MA cargado
con VGF(E + I) y un parche de MA cargado con insulina. En
resumen, los ratones se dejaron en ayunas durante la noche y
se administré un parche de MA cargado con VGF(E + I) o un
parche de MA cargado con insulina, cada uno con una dosis de
insulina de 10 mg/kg para cada ratédn y a continuacidn una
solucidén de glucosa en PBS se inyectd intraperitonealmente en
todos los ratones a una dosis de 1,5 g/kg. Los niveles de
glucosa se controlaron a los 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60,
80, 100 y 120 minutos tras su inyeccidén. La prueba de tolerancia
a la glucosa sobre ratones sanos se usd como control. De manera
similar, a los ratones sanos usados para evaluar la
hipoglucemia se les administrd un parche de MA cargado con
insulina, un parche de MA cargado con VGF(I) o un parche de MA
cargado con VGF(E + I), pero no se sometieron a una tolerancia

a la glucosa.

En la prueba de tolerancia a la glucosa realizada 1 h después
de la administracién de los parches de MA, los ratones de
control sanos mostraron un aumento rapido de glucosa en sangre
después de la inyeccidén de glucosa intraperitoneal, seguido de
una disminucién gradual hasta la normoglucemia. Véase la figura
5E. Los ratones diabéticos tratados con un parche de MA cargado
con VGF (E+I) mostraron un aumento ralentizado de glucosa en
sangre después de la inyeccidn de glucosa y a continuacidn una
rapida disminucidén a un estado normal a los 30 min. Sin embargo,
la glucosa de los ratones administrados con un parche de MA

cargado con insulina no disminuydé en 120 min. El &rea bajo la



10

15

20

25

30

76

curva se calculd entre 0 y 120 min para medir la capacidad de
respuesta de la MA. Como se muestra en la figura 5F, el parche
de MA cargado con VGF (E+1) tuvo una respuesta

significativamente rdpida hacia la tolerancia de glucosa.

Para evaluar adicionalmente 1la capacidad de control de
glucosa in vivo de las MA, se realizdé la administracidédn en
serie de parches de MA. El nivel de glucosa de ratones tratados
con un primer parche de MA cargado con VGF(E+I) (dosis de
insulina para cada ratén: 5 mg/kg) disminuyd rapidamente a
aproximadamente 200 mg/dl a la 1 h. Véase figura 5G. No
obstante, la glucosa no disminuydé adicionalmente a un nivel
hipoglucémico al aplicar otro (es decir, un segundo) parche de
MA cargado con VGF (E+I) (dosis de insulina para cada ratén: 5
mg/kg), y mantuvo las concentraciones de glucosa a
aproximadamente 200 mg/dl durante otras 3 h. En contraste, los
ratones administrados con un segundo parche de MA cargado con
VGF(I) (dosis de insulina para cada ratdén: 5 mg/kg) o gque no
recibieron ninglin parche adicional mostraron un aumento rapido
de glucosa a un estado hiperglucémico en 3 h. Otro grupo de
ratos se administrdé posteriormente con un parche de MA cargado
con insulina y su glucosa en sangre continué disminuyendo,
conduciendo a un riesgo potencial de hipoglucemia. El estudio
sobre ratones sanos 1indicdé adicionalmente gque existe poca
perdida de insulina en los parches de MA cargados con insulina
y que tenian un riesgo reducido de hipoglucemia en comparacidn
con la MA cargada con insulina. Véase la figura 5H. El1 indice
de hipoglucemia correspondiente (definido como la caida en
glucosa desde la lectura inicial hasta el punto méds bajo
dividido por el tiempo sobre el cual se alcanzd esta caida) se

calculd para medir cuantitativamente el alcance hasta el que
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la insulina provoca la hipoglucemia. Las MA cargadas con VGF
mostraron un indice hipoglucémico reducido en comparacidn con
MA cargada con insulina cuando se administrdé en un estado
normoglucémico. Véase la figura 5I. Ademés, Se encontrd AH por
todo el cuerpo humano y las VGF wvacias no mostraron una

toxicidad significante en diversas concentraciones estudiadas.

EJEMPLO 6

DISCUSION DE LOS EJEMPLOS 1-5

Los sistemas de suministro de insulina sensible a glucosa
basados en Gox actuales usan principalmente matrices que
consisten en materiales sensibles al pH, que liberan insulina
por o bien pronacidén o bien degradacidén debido a la generacidn
enzimdtico de 4acido glucdnico. No obstante, su eficacia puede
estar limitada por una respuesta lenta en los cambios de
glucosa en sangre, especialmente en un entorno fisioldgico
tamponado. Las VGF que ahora se desvelan se cree que son la
primera demostraciédn de una estrategia de suministro de
insulina sensible a la glucosa basado en una formulacidn
sensible a la hipoxia en lugar de una sensible al pH. Se generd
rapidamente un microentorno hipdéxico local en una solucién de
tampén de PBS debido al consumo enzimdtico de oxigeno, como se
evidencidé mediante una sonda fosforescente sensible al oxigeno.
Posteriormente, las cadenas laterales hidrofdébicas de AH-SH se
redujeron en cadenas hidréfilas, resultando en el desensamblaije
de las VGF, aumentando posteriormente la velocidad de
liberacién de insulina. Se observd un cambio en la morfologia
de las VGF a los 20 min después de la incubacidén en tampdn de
PBS con 400 mg/de glucosa mediante MET, indicando el

desensamblaje de VGF. El perfil de liberacién de insulina 1in
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vitro de VGF indicd una velocidad de liberacién mas répida que
las nanoparticulas sensibles a glucosa basadas en pH sensible
registradas previamente. Ademds, la cinética de liberacidn de
insulina podria ajustarse variando la dosis de enzima tanto in
vitro como in vivo, 1lo que 1implica adicionalmente que la
liberacidén de insulina a partir de las VGF se somete a un

procedimiento mediado por glucosa y dependiente de la hipoxia.

Las VGF se integraron dentro de un parche de matriz de MA
basado en AH para la administracidén conveniente, indolora vy
continua del suministro de insulina. La matriz de AH reticulada
no solo ayudd a mejorar la resistencia mecédnica y la capacidad
de penetracidn cutanea, sino que también parecid que restringia
la pérdida de insulina a partir de las VGF para evitar la
liberacién en explosidén. Adicionalmente, el armazdédn de 1los
parches de agujas y vesiculas estadn ambos hechos a partir de

AH, que es altamente biocompatible.

Las MA cargadas con VGF(E+I) mostraron una regulacidn
excelente en un intervalo normal con capacidad de respuesta
més rapida. Ademéds, a partir de las vesiculas altamente
sensibles, la absorcidén répida por los ganglios a través de la
administracién subcutadnea también puede contribuir a los
rapidos méritos. La prueba de tolerancia a la glucosa in vivo
demostrd que las MA cargadas con VGF eran mads receptivas a la
tolerancia de glucosa y podria evitar eficazmente un riesgo
potencial de hipoglucemia. Ademéds, los resultados de una
administracién en serie con MA demostraron que podrian
controlar precisamente la glucosa en un intervalo normal por
periodos mas prolongados. Considerando que la insulina humana

usada en estos ejemplos es relativamente insensible en ratones,
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la dosis real para el wuso humano potencial podria ser
significativamente inferior. Se cree que el "parche de insulina
inteligente" que ahora se desvela ofrece una oportunidad
clinica para el suministro de bucle cerrado de insulina en de
un modo con una capacidad de respuesta de glucosa indolora y
segura.

Se entenderd que diversos detalles de la materia objeto que
ahora se desvela pueden cambiarse sin alejarse del ambito de
la materia objeto que ahora se desvela. Ademas, la anterior
descripcidén tiene Unicamente fines ilustrativos y no fines

limitativos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidén que comprende:

(a) un material polimérico anfifilico, comprendiendo el
material polimérico anfifilico un polimero hidréfilo
conjugado con un grupo hidrofdébico sensible a la hipoxia,
en donde el grupo hidrofébico sensible a 1la hipoxia
comprende un resto sensible a la hipoxia que puede
reducirse en la presencia de un entorno hipdxico para
formar un resto hidréfilo;

(b) un agente de tratamiento de la diabetes, siendo
opcionalmente el agente de tratamiento de la diabetes una
insulina o un derivado biocactivo de la misma; y

(c) un agente oxidante de glucosa.

2. La composicidén de la reivindicacidén 1, en la que el

polimero hidréfilo es biodegradable.

3. La composicidén de la reivindicaciédn 1 o la reivindicacidn
2, en la que el polimero hidrdéfilo es un poliaminoacido, tal
como acido poliglutédmico, un copolimero en blogque sintético o
un polisacédrido, en la gque opcionalmente el polimero hidréfilo
es un polisacarido, en la que opcionalmente de forma adicional

el polisacéarido es un glucosaminoglicano.

4. La composicidén de una cualquiera de las reivindicaciones

1-3, en la que el polimero hidréfilo es acido hialurdnico.

5. La composicidén de una cualquiera de las reivindicaciones
1-4, en la que el resto sensible a la hipoxia comprende un

nitroimidazol.
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6. La composicidén de una cualquiera de las reivindicaciones
1-5, en la que el grupo hidrofdéibco estd unido de forma

covalente al polimero hidréfilo.

7. La composicidén de una cualquiera de las reivindicaciones
1-6, en la que dicho material polimérico anfifilico comprende
un polimero hidréfilo conjugado con un grupo amino de un
precursor de grupo hidrofdébico sustituido con amino, formando
de este modo una amida entre dicho grupo amino y un grupo de

dcido carboxilico presente sobre el polimero hidréfilo.

8. La composicidén de una cualquiera de las reivindicaciones
1-7, en la que el material polimérico anfifilico comprende

dcido hialurénico conjugado con 6-(2-nitroimidazol)hexilamina.

9. La composicidén de una cualquiera de las reivindicaciones
1-8, en la que el agente oxidante de glucosa es glucosa oxidasa

(GOx) .

10. La composicién de una cualgquiera de las reivindicaciones
1-9, en la que el agente de tratamiento de la diabetes es una
insulina o un derivado biocactivo de la misma, en la que la
insulina o el derivado bicactivo de la misma se seleccionan a
partir de insulina humana, una insulina humana recombinante,
insulina a partir de un animal no humano, una insulina de
accidén rapida, un anadlogo de insulina de accidén répida, una
insulina de accidén intermedia y/o una insulina de accidn

prolongada.

11. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones
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1-10, en la que el agente de tratamiento de la diabetes es

insulina humana recombinante.

12. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones
1-11, en la que el material polimérico anfifilico forma una
vesicula que encapsula dicho agente de tratamiento de la

diabetes y dicho agente oxidante de glucosa.

13. Una nanoparticula que comprende la composicidén de una

cualquiera de las reivindicaciones 1-12.

14. Una vesicula que comprende un material polimérico
anfifilico que comprende un polimero hidrédfilo conjugado con
un grupo hidrofébico sensible a la hipoxia, en la que dicho
grupo hidrofébico sensible a la hipoxia comprende un resto
sensible a la hipoxia que es capaz de reducirse en un entorno
hipéxico para formar un resto hidrdéfilo y adicionalmente en la
que (1) un agente de tratamiento de la diabetes, opcionalmente
una insulina o un derivado biocactivo de la misma y (ii) un
agente oxidante de glucosa estan contenidos dentro de dicha

vesicula.

15. La vesicula de la reivindicacién 14, en la que el polimero
hidréfilo es un poliaminodcido, tal como &acido poliglutémico,
un copolimero en bloque sintético o un polisacarido, tal como
un glucosaminoglicano, opcionalmente en la que el polimero

hidréfilo es acido hialurdnico.

16. La vesicula de las reivindicaciones 14 o 15, en la que el

resto sensible a la hipoxia comprende un nitroimidazol.
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17. La vesicula de una cualquiera de las reivindicaciones 14-
16, en la que el agente de tratamiento de la diabetes es

insulina humana recombinante.

18. La vesicula de una cualquiera de las reivindicaciones 14-
17, en la que el agente oxidante de glucosa es glucosa oxidasa

(GOx) .

19. Una matriz de microagujas que comprende las vesiculas de
una cualquiera de las reivindicaciones 14-18, en donde
opcionalmente dicha matriz de microagujas comprende una
pluralidad de microagujas en donde cada una de dicha pluralidad
de microagujas tiene una longitud de entre aproximadamente 20
y aproximadamente 1000 micrémetros, en donde opcionalmente de
forma adicional cada una de la pluralidad de microagujas tiene

una longitud de aproximadamente 600 micrdémetros.

20. La matriz de microagujas de la reivindicacidén 19, en donde
la matriz de microagujas se proporciona como parte de un parche
cutédneo, en donde opcionalmente dicho parche comprende una o

mas capas de soporte y/o adhesivos compatibles con la piel.

21. Un sistema de suministro de insulina de bucle cerrado que
comprende una matriz de microagujas de la reivindicacidén 19 o

la reivindicacidén 20.

22. Un procedimiento de suministro de un agente de tratamiento
de la diabetes, opcionalmente una insulina o un derivado de
insulina bioactivo, a un sujeto que lo necesite, comprendiendo
el procedimiento proporcionar una matriz de microagujas de las

reivindicaciones 19 o 20 y aplicar dicha matriz a la superficie
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cutdnea de dicho sujeto, en donde cuando la glucosa entra en
contacto con la matriz de microagujas se oxida, creando de este
modo un entorno hipdxico que da como resultado la reduccidn
del resto sensible a la hipoxia para formar un resto hidréfilo,
conduciendo a la interrupcidn de las vesiculas y la liberacidn
del agente de tratamiento de la diabetes contenido en las

vesiculas.

23. E1 procedimiento de la reivindicacidén 22, en el que el
suministro del agente de tratamiento de la diabetes se
encuentra en una proporcidén que se corresponde con la
concentracidén de glucosa que entra en contacto con la matriz

de microagujas.

24. E1 procedimiento de las reivindicaciones 22 o 23, en el

que el sujeto es un mamifero.

25. EIl procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones

22-24, en el que el sujeto es diabético.

26. Un procedimiento de preparacién de una matriz de
microagujas para el suministro sensible a glucosa de un agente
de tratamiento de la diabetes, opcionalmente una insulina o un
derivado bioactivo de la misma, comprendiendo el procedimiento:
(a) preparar una solucidn acuosa de una vesicula de una
cualquiera de las reivindicaciones 14-18;
(b) dispersar dicha solucidén acuosa dentro de un molde que
comprende una pluralidad de cavidades de microagujas,
proporcionando de este modo un molde cargado;
(c) secar el molde cargado para retirar agua; y

(d) retirar el molde para proporcionar una matriz de
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microagujas.

27. El1 procedimiento de la reivindicacidén 26, gque comprende
adicionalmente la reticulacidén de materiales poliméricos en la

matriz de microagujas.

28. El procedimiento de la reivindicacién 26 o) la
reivindicacién 27, en el que la etapa (b) se lleva a cabo al

vacio.

29. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones
26-28, en el que después de la etapa (b), el molde se centrifuga
para compactar las micelas dentro de las cavidades de las

microagujas.

30. EI1 procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones
26-29, en el que antes de la etapa (c), se afiade al molde un
polimero hidréfilo adicional y/o reticulante quimico, en donde
opcionalmente el molde se centrifuga después de la adicidén del
polimero hidréfilo adicional y/o del reticulante quimico, en
donde opcionalmente de forma adicional el polimero hidrdéfilo
adicional es un acido hialurdénico modificado, tal como un acido
hialurénico modificado por algquileno vy/o modificado por

acrilato.

31. EI1 procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones
26-30, en el que la etapa (c) se realiza en un desecador al

vacio.

32. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones

26-31, en el que el molde comprende silicona.
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33. EI1 procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones
26-32, en el que la reticulacidén se realiza mediante exposicidn

a irradiacidén UV.
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RESUMEN

SISTEMA DE SUMINISTRO DE INSULINA SENSIBLE A LA GLUCOSA

USANDO NANOCOMPUESTOS SENSIBLES A LA HIPOXIA

Se describe un sistema de suministro de insulina de bucle
cerrado. De forma méds particular, el sistema de suministro de
insulina que ahora se desvela pude comprender vesiculas
sensibles a glucosa que liberan insulina en respuesta a la
hipoxia desencadenada por la reduccidn enzimatica de glucosa.
Ademéds o como alternativa a la insulina, el sistema de
suministro puede liberar otros agentes de tratamiento de la
diabetes, tales como agentes de tratamiento de la diabetes no
basados en insulina. Las vesiculas pueden prepararse a partir
de un polimero sensible a la hipoxia, tal como un A&cido
hialurdénico sensible a la hipoxia (AH-SH). E1 AH-SH puede
comprender grupos hidrofdbicos que pueden reducirse en entornos
hipéxicos para formar grupos hidrédfilos. Las vesiculas pueden
cargarse en microagujas y parches de matriz de microagujas para
su uso en el tratamiento de la diabetes o para regular de otro
modo los niveles de glucosa en sangre en sujetos que necesiten

tal tratamiento.
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