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DESCRIPCION

Composiciones hidrosolubles de compuestos lipéfilos biolégicamente activos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones hidrosolubles de compuestos lipdfilos biolégicamente activos,
a compuestos Utiles para la preparacion de estas composiciones, a procedimientos para la preparacién de estos com-
puestos y composiciones, y al uso terapéutico y cosmético de estas composiciones.

Antecedentes de la invencion

Muchos compuestos bioldgicamente activos son altamente lipdfilos (hidr6fobos), lo que significa que son solubles
en lipidos (aceites) y en algunos disolventes orgdnicos, mientras que son sustancialmente insolubles o sélo ligera-
mente hidrosolubles. La falta de solubilidad de un compuesto bioldgicamente activo en un medio acuoso es un factor
importante que limita sus aplicaciones terapéuticas, haciendo dificil una administracién eficiente del compuesto a un
paciente. Cuando se administra en forma de una disolucién en aceite o en algtin tipo de suspensién o emulsién en
agua y/o aceite, los compuestos lipéfilos muestran, generalmente, una disponibilidad biolégica baja, lo que significa
una baja concentracién y un tiempo largo de acumulacién del compuesto en la circulacion sistémica. Esta falta de
disponibilidad biolégica es, generalmente, independiente de la via de administracién (tépica, oral o parenteral).

En la técnica anterior se conocen distintas aproximaciones para superar esta limitacion. Una aproximacion co-
nocida consiste en disolver un compuesto lipéfilo en un disolvente orgdnico miscible con agua, tal como etanol o
propilenlgicol. Sin embargo, cuando una disolucién de este tipo se mezcla con sangre o fluidos gastrointestinales, el
compuesto lipdfilo, generalmente, precipita como un sélido o una emulsién liquida, con una disponibilidad biol6gica
resultante baja. Ademds, para muchos compuestos lipdfilos, no existen disolventes miscibles con agua organicos. Otra
aproximacién consiste en incorporar compuestos lipdfilos en distintas composiciones, frecuentemente en emulsiones
en multiples fases, homogéneas, que contienen aceites y disolventes en combinacién con tensioactivos. Estas compo-
siciones podrian mejorar la disponibilidad biolégica del compuesto sin aumentar de forma significativa su solubilidad
en un medio acuoso, pero normalmente son s6lo adecuadas para una forma de administracion particular, generalmente
para aplicaciones t6picas. Las composiciones de este tipo, que podrian inducir también una respuesta inmune protecto-
ra en mamiferos, son de poco valor para usos terapéuticos en los que es necesaria la administracién del compuesto por
ingestion o inyeccidn, y en los que una disolucién acuosa o una composicién sélida hidrosoluble es, frecuentemente,
la Gnica forma de administracion aceptable.

También se conocen en la técnica anterior varias aproximaciones para preparar disoluciones acuosas homogéneas
de compuestos biologicamente activos lipdfilos. Un procedimiento consiste en la preparacion de un derivado o un
analogo de un compuesto lipéfilo que tenga una solubilidad en agua mejor que el compuesto original. En el caso mas
sencillo, este derivado podria ser una sal del compuesto hidrosoluble, reteniendo esta sal, generalmente, la actividad
bioldgica original, pero esta aproximacion sélo es aplicable a compuestos que tienen propiedades dcidas o basicas. Si
se introducen modificaciones sustanciales adicionales en el compuesto original para mejorar su solubilidad, frecuen-
temente, se observa un descenso, o incluso una pérdida completa, de la actividad biolégica original del compuesto.

Otro procedimiento para la solubilizacién consiste en preparar un derivado hidrosoluble, capaz de liberar el com-
puesto bioldégicamente activo original en condiciones fisioldgicas. Estos derivados, conocidos también como pro-
farmacos, mejoran generalmente la disponibilidad biolégica del compuesto y podrian asegurar también una liberacién
dirigida del compuesto o su liberacién sostenida a lo largo de un periodo de tiempo. Sin embargo, esta aproximacion,
generalmente, se basa en la presencia de determinados grupos funcionales en el compuesto original, de forma que
no es universalmente aplicable. Ademds, los procedimientos de sintesis para mejorar la solubilidad de un compuesto
mediante modificaciones quimicas son relativamente complicados y caros.

Todavia, otra aproximacién para la solubilizacién de compuestos lipdfilos biologicamente activos se basa en la
formacién de complejos hidrosolubles. Un ejemplo son los complejos con compuestos anfipaticos que contienen res-
tos con dos tendencias de solubilidad opuestas (lipdfila e hidréfila). Los compuestos de este tipo son, frecuentemente,
solubles tanto en disolventes orgdnicos como en agua, de forma que la solubilizacién se alcanza, generalmente, di-
solviendo un compuesto lipdfilo biolégicamente activo y un compuesto anfipatico en un disolvente orgdnico miscible
en agua adecuado y diluyendo la disolucién con agua. En algunos casos, el disolvente organico se elimina parcial o
enteramente de la disolucién original, o de la disolucién diluida en agua, mediante evaporacion o liofilizacién, recons-
tituyéndose el concentrado con un medio acuoso adecuado, sin precipitaciéon del compuesto lip6filo no hidrosoluble.
Cuando el disolvente orgdnico auxiliar no se puede eliminar completamente de la composicién, este disolvente debe
ser farmacéuticamente aceptable, lo que limita la eleccién de los disolventes que se pueden usar.

Los compuestos lipdfilos biolégicamente activos que necesitan solubilizarse pertenecen a distintas categorias te-
rapéuticas, tales como vitaminas (por ejemplo, vitamina E), antibidticos, en particular antibiéticos polieno macrolida
(anfotericina-B, niastatina, candicidina), secuestradores de radicales libres (por ejemplo, tocoferoles y ubiquinonas),
inmunosupresores (por ejemplo, ciclosporina), etc. Se conocen en la técnica anterior distintas aproximaciones para
alcanzar la solubilidad y mejorar la disponibilidad biolégica de estos y otros compuestos lip6filos, que incluyen la
formacién de complejos hidrosolubles.
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La Patente de EE.UU. n° 5.686.110 revela complejos hidrosolubles de compuestos no hidrosolubles, que incluyen
anfotericina-B y ciclosporina, con polimeros de un 6xido de polialquileno bloqueados en el extremo con un grupo
alquilo u olefinico, siendo dichos polimeros soluble tanto en agua como en disolventes orgdnicos. Los complejos
hidrosolubles, que se forman s6lo en presencia de un disolvente orgdnico auxiliar, se liofilizan y reconstituyen con
una disolucién tampodn. Las disoluciones acuosas reconstituidas muestran sélo una estabilidad limitada, que depende
en su mayor parte del pH de la disolucién. Ademés, el uso de polimeros de metoxipolietilenglicol, de peso molecular
relativamente alto (2.000 a 5.000), como agentes de solubilizacion preferidos, aumenta la cantidad en peso de polimero
necesaria para la solubilizacién del compuesto biolégicamente activo.

El documento US 5.798.333 revela una composiciéon homogénea hidrosoluble de ciclosporina (concentrado), que
se puede diluir con una disolucién acuosa sin precipitacion de ciclosporina. El concentrado comprende ciclospori-
na y tocofersolan (succinato de polioxietanil-a-tocoferilo, TPGS) disuelto en un disolvente organico hidréfilo, tal
como propilenglicol. No se han revelado composiciones libres de disolvente debido a que serfan inestables o no
homogéneas.

El documento WO 96/17626 revela composiciones hidrosolubles de ubiquinonas que comprenden sebacato de po-
lioxietanil-colesterilo (PCS) como agente solubilizante. Una ubiquinona, en particular la Coenzima Q,, se solubiliza
por disolucién tanto de la Coenzima Q;, como de PCS en tetrahidrofurano, a una relacién molara aproximada de 1:3
y diluyendo esta disolucién con agua. Posteriormente, la disolucién se evapora hasta sequedad bajo presion reducida
y se reconstituye con una disolucion tampo6n adecuada.

La Publicacion de Patente Internacional n°® WO 95/30420, publicada el 16 de noviembre de 1995, revela una serie
de composiciones oftdlmicas que contienen derivados tocoferil de vitamina E. Estos derivados pueden aumentar la
solubilidad acuosa de determinados agentes oftdlmicos débilmente solubles.

En otro ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional n® 98/30205, publicada el 16 de julio de 1998, revela una
emulsion de alfa-tocoferil que esta sustancialmente libre de etanol y se estabiliza mediante tensioactivos biol6gicamen-
te compatibles. La publicacién revela también a la vitamina E pegilada, que incluye subunidades de polietilenglicol
unidas a un diéster del 4cido succinico, como el anillo hidroxilo de la vitamina E.

En otro ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional n® 712.631, publicada el 4 de diciembre de 1996, revela un
emulsion multiple oral, concentrada previamente, que incluye ciclosporina, un éster del dcido tocoferil polietilenglicol
carboxilico, etanol y disolventes lipdfilos y anfifilicos. Las composiciones de emulsién aumentan la solubilidad del
componente activo, ciclosporina.

En otro ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional n® WO 95/12385, publicada el 11 de mayo de 1995, revela
composiciones farmacéuticas que comprenden micro-particulas que incluyen uno o mds agentes activos, y distintos
fosfolipidos y tensioactivos junto con un compuesto esterol Las composiciones son ttiles para la administracién oral
y para la administracién umbilico-dérmica de los componentes activos.

En otro ejemplo, la Solicitud de Patente de Gran Bretafia n® 938937, publicada el 10 de octubre de 1961, revela
derivados estériles de un aceite vegetal, hidrosolubles, que comprenden un resto esterol y un resto polietileno. Se ha
descrito que los compuestos revelados presentan propiedades ttiles que incluyen, por ejemplo, la reduccién de los
niveles de colesterol en el suero sanguineo.

En otro ejemplo, la Patente de Estados Unidos n° 4.224.299, presentada el 23 de septiembre de 1980, revela un
compuesto til en los procedimiento de ensayo de colesterol, por ejemplo, como un patrén o un material de referencia
para la medida de los niveles de colesterol en suero sanguineo. Los compuestos, generalmente, pertenecen a los
derivados de pregnendona.

En otro ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional n° WO 92/15749, publicada el 17 de septiembre de 1992,
revela perforaciones hiladas que contienen un agente de deslizamiento que mejora la capacidad de biodegradacion.
Los agentes de deslizamiento son copoliésteres de bloque obtenidos a partir de polietilenglicoles hidréfilos y dioleno
hidréfobo.

En un ejemplo final, la Publicacién de Patente Internacional n° WO 98/08490, publicada el 5 de marzo de 1998,
revela co-precipitados sélidos para aumentar la disponibilidad bioldgica de sustancias lipéfilas. El ingrediente activo
lipéfilo se fusiona conjuntamente con TPGS y una dispersion adyuvante para obtener composiciones soélidas secas co-
precipitadas, adecuadas para su uso como formas de dosificacién oral.

La coenzima Q;, (CoQ;¢) es un compuesto natural cuyo potencial terapéutico se ha reconocido recientemente en
distintos trastornos que incluyen fallo congestivo del corazén, distrofia muscular, enfermedad periodontal, correc-
cioén de deficiencias inducidas por farmacos y restablecimiento inmune (SIDA, alergias), por nombrar algunas. La
coenzima Q, es, también, de gran interés en la industria cosmética debido a que se puede incluir en preparacio-
nes cosméticas como agente que retrasa los procesos de envejecimiento naturales de la piel. Se piensa que la ac-
tividad biolégica de la coenzima Q,, estd unida a su capacidad para actuar como un antioxidante y un secuestra-
dor de radicales libres, que protege la integridad de las membranas celulares y contrarresta la incapacidad de las
células enfermas para fabricar suficiente energia para la reparacién celular, mediante la estimulacién de la respi-
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racién mitocondrial y la produccién de ATP. Para su efectividad tanto en aplicaciones clinicas como cosméticas,
generalmente, se requieren preparaciones de coenzima Q,, con alta disponibilidad biolégica y solubilidad en medio
acuoso.

Incluso, aunque se conocen distintos procedimientos en la técnica anterior para mejorar la solubilidad de compues-
tos lipéfilos en medio acuoso, tal como la Coenzima Q, estos no son iguales en términos de simplicidad, alcance de
la aplicabilidad, estabilidad de las formulaciones preparadas, etc. La presente invencién proporciona un nuevo proce-
dimiento de solubilizacién de compuestos lipdfilos, que estd libre de muchos de los inconvenientes y limitaciones de
la técnica anterior.

Resumen de la invencion

Segtin un aspecto, la presente invencién proporciona una composicién hidrosoluble que comprende un compuesto
lipéfilo y un agente de solubilizacién de férmula general:

X — 00C - (CH,)s — COO - Y,

en la que:
X es un residuo de un resto hidréfobo seleccionado entre el grupo constituido por tocoferoles,

Y es un residuo de un resto hidrdéfilo seleccionado entre el grupo constituido por polietilenglicoles, y derivados de
los mismos, que tienen grupos carboxi esterificables.

El compuesto lipdfilo se selecciona, preferentemente, entre el grupo constituido por ubiquinonas, ubiquinoles,
vitaminas, provitaminas, antibiéticos polieno macrolida, y mezclas de los mismos. En formas de realizacién preferidas,
el tocoferol es un a-(+)-tocoferol y el polietilenglicol es un polietilenglicol o su monoéter metilo que tienen un peso
molecular promedio entre 600 y 1000.

Segtin otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la preparacion y purificacién de una compo-
sicién hidrosoluble que comprende un agente de solubilizacién de férmula general (I), en presencia o en ausencia de
un disolvente orgédnico auxiliar. La solubilizacion se lleva a cabo por disolucién de un compuesto lipéfilo no hidro-
soluble y de un agente de solubilizacién en un disolvente orgdnico miscible en agua, dilucién de la disolucién con
agua y eliminacién del disolvente orgdnico y, opcionalmente, de una parte de agua, bajo presion reducida. Alternati-
vamente, se pueden mezclar un compuesto lipdfilo y un agente de solubilizacion, directamente, a una relacién molar
determinada previamente y calentarse a una temperatura superior a sus puntos de fusion respectivos, para formar una
composicién hidrosoluble en forma de un fundido claro, que se puede diluir posteriormente con una disolucién acuosa
hasta una concentracién deseada. La composicién hidrosoluble se podria purificar de forma adicional, disolviéndola en
una pequefia cantidad de agua, calentando la disolucién hasta que la composicién se separa como una fase de liquido
claro y eliminando la composicién separada de la disolucién a la vez que se mantiene la temperatura de la disolucién
sustancialmente invariable.

Todavia, segun otra forma de realizacidn, la invencidén proporciona formulaciones farmacéuticas o cosméticas
que comprenden una composicién hidrosoluble de un compuesto lipéfilo y un agente de solubilizacién de férmula
@.

Aln, segin otro aspecto, la invencién proporciona nuevos agentes de solubilizacién de férmula (I) y procedimien-
tos para su preparacién y purificacion.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 es una gréfica que muestra la toxicidad de distintos agentes de solubilizacién.

La Figura 2 es una grafica que muestra la disponibilidad biolégica de CoQ,, en distintas composiciones hidrosolu-
bles.

La Figura 3 es una gréfica que muestra el efecto de la composicién PTS-CoQ;, en el nivel de ATP celular en células
NT2.

La Figura 4 es una grafica que muestra el efecto protector de la composicién PTS-CoQ, frente a hipoxia en células
NT2.

LaFigura 5 es una gréifica que muestra el efecto de las composiciones PTS-CoQ;, y PTS-vitamina E en la viabilidad
de células NT2 sometidas a hipoxia.
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Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas

La invencién proporciona un procedimiento de solubilizacién de compuestos lipéfilos biolégicamente activos,
sustancialmente no hidrosolubles, al proporcionar una composicién hidrosoluble que comprende el compuesto lipdfilo
y un agente de solubilizacién de formula ().

Los tocoferoles preferidos son a-(+)-tocoferol y a-(+)-tocoferol, prefiriéndose particularmente a-(+)-tocoferol (vi-
tamina E). El residuo del resto tocoferol es la molécula tocoferol completa, excepto por su grupo hidroxi esterificado,
tal como el grupo 6-hidroxi de a-tocoferol.

El término “polietilenglicol” incluye polimeros de 6xido de etileno (polietilenglicoles) que tienen un grupo hi-
droxi esterificable en, al menos, un extremo de la molécula polimérica, asi como a los derivados de estos polimeros
que tienen grupos carboxi esterificables. El residuo del resto hidréfilo es la molécula hidréfila completa, excepto
por su grupo, o grupos, hidroxi o carboxi esterificado, tal como los grupos hidroxi terminales de una molécula de
polietilenglicol.

Los polietilenglicoles adecuados podrian tener un grupo hidroxi libre en cada extremo de la moléculas de polimero,
o podrian tener un grupo hidroxi eterificado con un alquilo inferior, por ejemplo, un grupo metilo. También son
adecuados para la prictica de la invencidn los derivados de polietilenglicoles que tienen grupos carboxi esterificables.
Los polietilenglicoles estdn disponibles comercialmente bajo el nombre comercial PEG, normalmente, como mezclas
de polimeros caracterizados por un peso molecular promedio. Se prefieren los polietilenglicoles que tienen un peso
molecular promedio de aproximadamente 300 a aproximadamente 5000, prefiriéndose particularmente los que tienen
un peso molecular promedio de aproximadamente 600 a aproximadamente 1000.

Los compuestos lipéfilos que se pueden solubilizar usando los agentes de solubilizacion de la presente invencién
pertenecen a distintas categorias terapéuticas y quimicas e incluyen ubiquinonas, ubiquinoles, esteroles, vitaminas,
provitaminas y antibiéticos polieno macrolida.

Las ubiquinonas y los ubiquinoles preferidos son aquellos de férmula:

R
MH

CH,
enlaqueRes

OH
CH,0 CH, CH,0 CH,

CH,0 CH,0
o OH

y k es un nimero entero de 6 a 12. Se prefieren particularmente los que tienen k igual a 10 (ubiquinona-50 o Coenzima-
Qo y ubiquinol-50 o Coenzima-Q, reducida, respectivamente).

Los esteroles preferidos son colesterol, sitosterol ergosterol y 7-deshidroclesterol. Las vitaminas preferidas son las
vitaminas A, D, E y K y una provitamina preferida es la provitamina A (b-caroteno). Entre los antibidticos polieno
macrolida, se prefieren anfotericina-B, nistatina y candicidina.

Las composiciones hidrosolubles de la presente invencién contienen un compuesto lipéfilo biolégicamente activo
y un agente de solubilizacién en una relacién molar de aproximadamente 1:1 a 1:5. Se prefiere la relaciéon molar de
aproximadamente 1:2. El limite superior de la relacién molar no es critico y el agente de solubilizacién se puede usar
en cualquier exceso. Esto no es deseable, sin embargo, ya que al aumentar la cantidad de agente de solubilizacién
decrece la concentracién del ingrediente activo en la composicion y en sus disoluciones acuosas.

Las composiciones hidrosolubles de la presente invencién se pueden preparar por dos procedimientos diferentes,
bien en presencia o bien en ausencia de un disolvente orgdnico auxiliar. En el primer caso, un compuesto lipéfilo y
un agente de solubilizacién se disuelven primero, a una relacién molar determinada previamente, en un disolvente
orgdnico miscible con agua y esta disolucion se diluye, posteriormente, con una cantidad de agua determinada pre-
viamente, sin precipitacidon del compuesto lipdfilo. Posteriormente, el disolvente orgédnico y el agua se eliminan por
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evaporacion bajo presion reducida. Normalmente, se elimina en primer lugar un disolvente orgdnico volétil, seguido
por agua, pudiéndose controlar en este caso la cantidad de agua eliminada de la disolucién, para alcanzar una con-
centracién deseada de la composicion hidrosoluble en el concentrado que queda. Alternativamente, tanto el disolvente
orgdnico como el agua se eliminan por evaporacion, y el residuo céreo se reconstituye con un medio acuoso ade-
cuado (tal como agua, solucidn salina fisiol6gica o una disolucién tampén) para proporcionar un disolucién acuosa
clara.

El disolvente orgdnico usado en el procedimiento anterior deberia ser un buen disolvente tanto para el compuesto
lipéfilo como para el agente de solubilizacidn y tiene que ser miscible con agua. Si una composicién hidrosoluble se
va a usar en una formulacién farmacéutica, este disolvente deberfa ser también farmacéuticamente aceptable, ya que
la eliminacidn del disolvente por evaporacion no siempre podria ser posible. Los ejemplos de disolventes adecuados
para la practica de la invencién son tetrahidrofurano, etanol, etilenglicol, propilenglicol y acido acético. Se prefieren
los disolventes con un punto de ebullicién bajo, tal como tetrahidrofurano.

La cantidad de disolvente orgdnico no es critica y es igual o mayor que la cantidad minima de disolvente necesaria
para disolver las cantidades dadas del compuesto lipéfilo y del agente de solubilizacién. La cantidad de agua usada
para la dilucién tampoco es critica y es, preferentemente, de 10 a 25 veces el volumen del disolvente orgénico.

Un procedimiento alternativo para la preparacién de composiciones hidrosolubles segiin la invencién consiste en
preparar primero una mezcla de un compuesto lipéfilo y un agente de solubilizacién en una relacién molar determinada
previamente. Posteriormente, esta mezcla se calienta a una temperatura superior a los puntos de fusion respectivos del
compuesto lipéfilo y del agente de solubilizacion, durante un tiempo necesario para obtener un fundido claro, pudién-
dose considerar este proceso como una disolucién del compuesto lipé6filo en el agente de solubilizacion. El fundido
obtenido de esta forma se puede reconstituir con una cantidad determinada previamente de un medio acuoso adecuado,
para proporcionar una disolucién acuosa clara de una concentracién deseada. Este procedimiento de preparacion de
composiciones hidrosolubles de la invencion es el preferido, ya que es mds sencillo y evita las limitaciones del pro-
cedimiento debidas al disolvente orgdnico auxiliar, tal como el caricter farmacéuticamente aceptable del disolvente
requerido para la mayoria de las aplicaciones.

La capacidad de los agentes de solubilizacién de la presente invencién para disolver compuestos lip6filos en ausen-
cia de un disolvente orgdnico auxiliar se puede usar para preparar formas de compuestos biol6gicamente activos hi-
drosolubles, en particular de Coenzima-Q), sin su purificacién por cristalizacién después de la sintesis, reduciendo de
esta forma el coste global de las composiciones hidrosolubles de este compuesto.

Muchas composiciones de la presente invencién muestran una disminucién de la solubilidad en agua al aumentar
la temperatura de la disolucién. Esto proporciona un procedimiento alternativo de aislamiento y/o purificacién de
estas composiciones. Con el propdsito de la purificacion, las composicion se disuelve en agua a una relacion de la
composicién respecto del agua que no exceda 1:2 en volumen y la disolucién se calienta, por ejemplo en un bafio de
agua hirviendo, durante un tiempo necesario para llevar a cabo la separacion de la composicion hidrosoluble como una
fase liquida, normalmente en unos pocos minutos. La fase aceitosa se separa posteriormente a partir de la disolucién
caliente, a la vez que se mantiene la temperatura de la disolucién sustancialmente inalterada, ya que el enfriamiento
de la disolucién podria aumentar la solubilidad de la composicién y resultaria en un rendimiento de recuperacién
reducido. Una separacién mds rdpida de la fase aceitosa para evitar el enfriamiento se podria llevar a cabo, por ejemplo,
por centrifugacion.

Las composiciones hidrosolubles de la presente invencidén tienen una consistencia cérea y podrian ser dificiles
de manipular en esta forma altamente concentrada. Para hacerlas mds facilmente procesables como sdélidos, ellas
se podrian combinar con aditivos sélidos, hidrosolubles, adecuados, tal como vitamina C, gelatina, un suplemento
proteico o un polietilenglicol. En este dltimo caso, se prefiere un polietilenglicol que tenga un peso molecular promedio
superior a aproximadamente 5000. La relacién entre la composicion y el aditivo no es critica, pero normalmente
estard limitada para evitar una dilucién innecesaria del ingrediente activo por el aditivo. Tal composicién sélida es
particularmente util para la preparacion de determinadas formas de dosificacién de compuestos biolégicamente activos,
tales como comprimidos o granulos.

Las composiciones de la presente invencién muestran una solubilidad excelente en agua y permiten la preparacién
de disoluciones acuosas de casi cualquier concentracion. Debido a que las disoluciones concentradas se pueden diluir
con un medio acuoso en cualquier proporcién y a lo largo de amplio intervalo de condiciones de pH sin precipitacién
del compuesto lipdfilo, la solubilidad del compuesto se mantiene bajo condiciones fisioldgicas, por ejemplo, después
de una administracién oral o parenteral de la composicién. Esto resulta, normalmente, en una disponibilidad bioldgica
del compuesto mejorada.

Las composiciones de la presente invencion y las disoluciones acuosas de las mismas muestran una estabilidad
excelente a lo largo de periodos de tiempo largos (varios meses a temperatura ambiente, al menos un afio cuando se
refrigeran, o indefinidamente cuando se congelan) y en amplios intervalos de temperatura y condiciones de pH (tempe-
raturas de -80°C a 120°C, pH de 2,0 a 8,0). Las disoluciones acuosas se pueden congelar y descongelar repetidamente
sin una degradacién perceptible. La estabilidad bajo condiciones de alta temperatura permite una facil esterilizacion
de las disoluciones, sin comprometer la solubilidad del ingrediente activo.
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Las composiciones hidrosolubles de la presente invencién se pueden incorporar facilmente en formulaciones far-
macéuticas o cosméticas, que se caracterizan por una disponibilidad biolégica mejorada del ingrediente activo lipéfilo.
Estas formulaciones podrian contener, adicionalmente, ingredientes activos y/o aditivos o vehiculos farmacéutica o
cosméticamente aceptables, que incluyen disolventes, adyuvantes, excipientes, edulcorantes, agentes de carga, colo-
rantes, agentes aromatizantes, lubricantes, aglutinantes, agentes humectantes, conservantes y mezclas de ellos. Las
formulaciones podrian tener una forma adecuada para una administracion tépica (por ejemplo, una crema, locién, gel,
pomada, parche adhesivo dérmico), oral (por ejemplo, una cdpsula, comprimido, gragea, granulos) o parenteral (por
ejemplo, supositorios, disolucidén estéril). Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se podrian utilizar para la
administracién por inyeccion estdn el agua, el agua moderadamente 4cida, la disolucién de Ringer y la disolucién
isoténica de cloruro sédico.

Entre las composiciones hidrosolubles y las formulaciones farmacéuticas y cosméticas, aquellas que comprenden
Coenzima-Q;, son de un interés particular. La Coenzima-Q,, es un compuesto natural cuyo potencial terapéutico se ha
reconocido recientemente para varias condiciones y trastornos relacionados con disfunciones mitocondriales y/o lesién
tisular provocada por radicales libres y oxidantes. Estos incluye, pero no se limitan a: enfermedades cardiovasculares
(por ejemplo, fallo congestivo de corazén), trastornos musculares (por ejemplo, distrofia muscular), encefalomielo-
patias mitocondriales (por ejemplo, MELAS, KSS), trastornos neurodegenerativos (por ejemplo, enfermedades de
Alzheimer, Parkinson y Huntington), restablecimiento de deficiencias inmunes provocadas por fairmacos o infecciones
(SIDA, alergias, cancer). Es de particular interés el uso clinico de la Coenzima-Q,, para minimizar la lesién tisular
que resulta de isquemia/re-perfusién (por ejemplo, ictus, traumatismos de cabeza, angioplastia, transplante de 6rga-
nos, cirugia en general). Otra drea de interés es el uso de Coenzima-Q,, en terapia como adyuvante, por ejemplo, para
enfermedades infecciosas, en combinacion con farmacos para disminuir el colesterol en el tratamiento de hipercoles-
teremia, o en combinacién con agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de canceres. La Coenzima-Q, es también
de gran interés en la industria cosmética, como un agente para retrasar los procesos de envejecimiento naturales de la
piel. Las composiciones hidrosolubles que comprenden un antibiético polieno macrolida, tal como anfotericina-B, nis-
tatina o candicidina, son de particular interés para el tratamiento de infecciones fiingicas, que incluyen las infecciones
fingicas en pacientes inmunocomprometidos.

Los compuestos lipdfilos biolégicamente activos en forma de una composicién hidrosoluble segin la presente
invencién se podrian administrar a un animal de sangre caliente, particularmente a un ser humano, que necesite profi-
laxis o terapia. La dosis del compuesto lipdfilo biol6gicamente activo y la dosis correspondiente de esta composicién
hidrosoluble para el tratamiento de las enfermedades o trastornos mencionados anteriormente, varian segin la forma
de administracién, la edad, el sexo, el peso corporal del individuo y la afeccién que se va a tratar y serdn decididas en
dltimo término por el médico o veterinario que atiende al paciente. Esta cantidad de compuesto biolégicamente activo
en la forma de su composicion hidrosoluble, determinada por el médico o veterinario que atiende al paciente, se refiere
en esta memoria como “cantidad terapéuticamente efectiva”.

Se piensa que la actividad biolégica de la Coenzima-Q,, estd ligada a su capacidad para actuar como anti-oxidante
y secuestradora de radicales libres, que protege la integridad de las membranas celulares y que contrarresta la incapa-
cidad de las células enfermas para generar energia suficiente pare la reparacioén celular, mediante la estimulacién de
la respiracion mitocondrial y la produccién de ATP. Normalmente, son deseables las preparaciones de Coenzima-Q
con alta disponibilidad biolégica y solubilidad en un medio acuoso para su eficiencia tanto en aplicaciones clinicas
como cosméticas.

La mayoria de las formulaciones farmacéuticas y cosméticas propuestas hasta la fecha para la Coenzima-Q,
adolecen de varios inconvenientes, tal como el uso de componentes que provocan una respuesta inmune no desea-
ble cuando se administran de forma parenteral, o trastornos gastricos cuando se administran de forma oral. Algu-
nas formulaciones son estables sélo a lo largo de un estrecho intervalo de valores de pH y la mayoria se caracte-
rizan por una disponibilidad biolégica baja del compuesto activo (Coenzima-Q,y). En particular, no hay formula-
ciones fiables para la administracion intravenosa de Coenzima-Q,,, asi como no hay formulaciones aplicables de
forma universal para las vias de administracién topica, oral y parenteral. Las composiciones hidrosolubles de la
presente invencién que comprenden Coenzima-Q,, estdn libres de los inconvenientes anteriores y se pueden incor-
porar en formulaciones farmacéuticas adecuadas para todas las vias de administracion, tépica, oral y parenteral,
y son estables y se caracterizan por una buena solubilidad y una buena disponibilidad biolégica del componente
activo.

La invencién proporciona ademads nuevos agentes de solubilizacién de la férmula general (I).

Los compuestos de férmula (I) se pueden preparar por procedimientos estandar de quimica organica sintética, muy
conocidos por los expertos en la técnica. En particular, los compuestos se pueden preparar haciendo reaccionar un
compuesto de férmula general X-OH con un compuesto de férmula general Z-OC-(CH,)s-CO-Z, en la que Z es un
grupo saliente, y haciendo reaccionar adicionalmente el producto obtenido de esta forma con un compuesto de férmula
general HO-Y-OR, en la que R es hidrégeno o un alquilo, y X e Y son como se definié anteriormente en esta memoria.
Se prefieren los halégenos, en particular Cl y Br, como grupo saliente Z. Para R se prefieren el hidrégeno y un alquilo
inferior (C,-C,).

Muchos agentes de solubilizacion de formula (I) muestran una disminucién de la solubilidad en agua con el aumen-
to de la temperatura de la disolucién, lo que proporciona un procedimiento de purificacién conveniente de estos com-
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puestos. Las etapas y las condiciones de los procesos de purificacién son sustancialmente los mismos que los discutidos
anteriormente para la purificacion de las composiciones hidrosolubles de la invencion.

Distintos aspectos de la presente invencion se ilustrardn adicionalmente mediante los ejemplos siguientes.

Ejemplos

Las siguientes abreviaturas se usardn en los Ejemplos:

CoQ10, CoQ - Coenzima Q,,

PCS - sebacato de polioxietanil-colesteril,

PTS - sebacato de polioxietanil-a-tocoferil,

PSS - sebacato de polioxietanil-sitosteril,

PTD - dodecanodioato de polioxietanil-a-tocoferil,

PTSr - suberato de polioxietanil-a-tocoferil,

PTAz - azelato de polioxietanil-a- tocoferil,

TPGS - succinato de polioxietanil-a- tocoferil.

Un ndmero después de las abreviaturas siguientes (por ejemplo, PCS-600) indica un peso molecular promedio del
resto polioxietanil del compuesto. Un niimero seguido por la abreviatura Me (por ejemplo, PTS-750Me) indica un

resto polioxietanil protegido en un extremo con un grupo metilo (metoxipolioxietanil).

El Ejemplo 1 ilustra un procedimiento de preparacién de agentes de solubilizacidn de la presente invencidn.

Ejemplo 1
Preparacion de sebacato de polioxietanil-a-tocoferil (PTS-600)

Una disolucién de 1 mmol de un tocoferol (Sigma Chem. Co., producto n° T-3251) y 1,33 mmoles de TEA en 3
ml de tolueno secd, se anadi6 (gota a gota, bajo condiciones anhidras, mientras se agitaba) a 1,33 mmoles de cloruro
de sebacoilo disuelto en 2 ml de tolueno seco. La reaccién se llevé a cabo durante 10 minutos a temperatura ambiente,
seguida por la adicidn, gota a gota, de 2 mmoles de PEG-600 (polietilenglicol, Sigma P-3390) y 2,66 mmoles de TEA,
disueltos en 3 ml de tolueno. La reaccién continué durante 20 minutos mds a temperatura ambiente con agitacién
constante. La mezcla de reaccidn se extrajo cuatro veces con 3 ml cada vez de una disolucién saturada de NaCl y el
tolueno se evapord bajo presion reducida. El producto se disolvié en 5 ml de agua y el tolueno residual se elimind
adicionalmente por evaporacién junto con el agua bajo presion reducida. El producto céreo final (1,15 g) se obtuvo
por liofilizacién.

El Ejemplo 2 proporciona las caracteristicas moleculares de los agentes de solubilizacién sintetizados.

Ejemplo 2

Caracteristicas moleculares de los agentes de solubilizacion, obtenidas por espectrometria de masas MALDI-TOF

TABLA 1

Masa molecular de los agentes de solubilizacion sintetizados

Agente de solubilizacion Masa molecular m/z
PTS-600 1209,7 £ 44
PTS-750Me 1355,7 £ 44

El ejemplo 3 ilustra un procedimiento de purificacion de agentes de solubilizacién.
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Ejemplo 3
Purificacion de los agentes de solubilizacion

Un agente de solubilizacidon, preparado segin el Ejemplo 1, se disolvié en agua a una relacion v/v de 2:1. La diso-
lucién se calentd en un bafio de agua hirviendo durante aproximadamente 2 minutos, hasta que ocurrié precipitacién
visible. Esta estuvo seguida por una breve centrifugacion (al menos 2000 x g) de la mezcla caliente para alcanzar la
separacion del producto precipitado, que es no hidrosoluble, caliente. La fase acuosa (sobrenadante) se eliminé por
decantacion dejando un precipitado claro del producto, que contenia aproximadamente un 10% de agua.

Los Ejemplos 4 y 5 ilustran una preparacién de composiciones de Coenzima Q;, hidrosolubles mediante una
mezcla directa de los dos componentes.

Ejemplo 4

Preparacion directa de composiciones de Coenzima Q. hidrosolubles con base de tocoferol

TABLA 2

Componentes de las composiciones de Coenzima Q, hidrosolubles con base de tocoferol

Coenzima Q1o 0,01g
PTS-600 0,03¢g
Coenzima Qqo 0,01g
PTS-750Me 0,03g
Coenzima Qg 0,01g
PTS-1000 0,03¢g

La Tabla 2 muestra las cantidades de los materiales de partida usadas para la preparacion de composiciones de
Coenzima Qo hidrosolubles con base de a-tocoferol. En cada caso, se mezclaron dos componentes a una relacién
determinada previamente y se calentaron a un temperatura superior que sus puntos de fusién, normalmente 60°C-
80°C, hasta que los componentes se fundieron a la vez y formaron una fundido claro, uniforme y transparente. Se
encontrd que la relacién 6ptima del agente de solubilizacién respecto de la Coenzima Q,y, era 2:1 moles/moles
0 3:1 peso/peso. Estas composiciones se podian almacenar en viales sellados durante, al menos, 2-3 afios cuan-
do se refrigeraban. Estas se podian reconstituir en cualquier momento con agua o una disolucién salina fisioldgica
(0,9%), a cualquier relacién, y permanecian hidrosolubles y estables durante varios meses cuando se refrigeraban o
congelaban.

Los Ejemplos 5 y 6 ilustran la preparacién de composiciones de Coenzima Q;, hidrosolubles en presencia de un
disolvente auxiliar.
Ejemplo 5

Preparacion basada en un disolvente de composiciones de Coenzima Q, hidrosolubles

TABLA 3

Componentes de las composiciones de Coenzima Qo hidrosolubles

Coenzima Qg 03g
PTS-600 109
THF 4.0 ml
H.O 60,0 ml
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Coenzima Qg 0,01g |
PTS-750Me 0,03¢g
THF 0,1ml
H,O 2,5ml

La Tabla 3 muestra las cantidades de los materiales de partida usadas para distintas composiciones de Coen-
zima Qo hidrosolubles. En cada caso, la Coenzima Q;, y un agente de solubilizacién se disolvieron en tetrahi-
drofurano (THF) y la disolucién se afiadié a agua con agitacién vigorosa, a la vez que se mantenia la tempera-
tura de la mezcla cercana a 0°C. El disolvente y una parte del agua se evaporaron posteriormente bajo presién
reducida para obtener la concentracion deseada de Coenzima Q,y, normalmente 80-100 mg/ml. Estas composicio-
nes se podian almacenar refrigeradas durante, al menos, 2-3 afios y se podian reconstituir con un medio acuoso
(agua, solucién salina) hasta una concentracién final deseada de Coenzima Q,, en la forma hidrosoluble. También
se obtuvieron composiciones con concentraciones superiores de Coenzima Qo (hasta 200 mg/ml) siguiendo este
procedimiento.

Ejemplo 6

Preparacion de composiciones de ubiquinol hidrosolubles

TABLA 4

Componentes de las composiciones de ubiquinol hidrosolubles

Ubiquinol 50 0,1¢g
Coenzima Q1o 0,19
PTS-600 05¢
Ubiquinol 50 0,19
Coenzima Q1o 0,19
Vitamina E 0,001¢g
PTS-600 054

La Tabla 4 muestra las cantidades de los materiales de partida usadas para las composiciones de ubiquinol (una
forma reducida de la Coenzima Q,,). El ubiquinol se prepar6 en primer lugar mediante el siguiente procedimiento. Se
resuspendieron 0,3 g de Coenzima Qo y 0,2 g de zinc en polvo en 2,5 ml de 4cido acético glacial. La mezcla se colocd
en un bafio de agua a 50°C, con agitacién ocasional, durante aproximadamente 15 minutos. La mezcla de reaccién
se diluy6 con 2,5 ml de agua y se extrajo dos veces con 5 ml de hexano. Los extractos de hexano se combinaron,
se lavaron dos veces con 2,5 ml de agua, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se evaporaron bajo presion
reducida y finalmente bajo alto vacio. El residuo céreo blanco resultante de ubiquinol se combiné con 0,5 g de PTS-600
y se calentd a 60°C-80°C hasta que la mezcla se fundid y se hizo clara. Tras la reconstituciéon con agua, se formé una
disolucién opaca. Esta composicién permanecio inalterada hasta 2 meses cuando se sellaba bajo argén y se congelaba.
La solubilidad en agua de esta composicion se podria mejorar al mezclarla con propilenglicol a una relacion dada en la
Tabla 4. Las disoluciones acuosas (agua y solucidn salina) de esta composicion fueron estables y se podian almacenar
selladas bajo argén cuando se congelaban.

Los Ejemplos 7 y 8 ilustran la preparacion de composiciones de b-caroteno y vitamina E hidrosolubles.
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Ejemplo 7
Preparacion de formulaciones de vitaminas hidrosolubles

TABLA 5

Componentes de las composiciones de b-caroteno y vitamina E hidrosolubles

Vitamina E 0,10g
PTS-600 0,60g
Vitamina E 0,22g
PCS-600 1,00g
THE 2,50 mi
H,O 35,00 ml
Vitamina E 0,025¢
PTS-600 0,150g
THF 0,125 ml
H,O 20ml
Provitamina A (b-caroteno) 0,01 g
PTS-600 050g
THF 0,20 mi
H,O 3,0 ml

La Tabla 5 muestra los materiales de partida usados para distintas composiciones preparadas mediante el proce-
dimiento de mezclado directo (Ejemplo 4) o con la ayuda de un disolvente auxiliar (Ejemplo 5). Se encontré que la
relacién 6ptima de un agente de solubilizacidn respecto de la vitamina E era de 2:1 moles/moles o 6:1 peso/peso.
Las composiciones concentradas se podian almacenar refrigeradas hasta 2 afios. Las disoluciones acuosas (en agua o
solucidn salina) eran estables también y se podian almacenar congeladas.

El Ejemplo 8 ilustra los procedimientos de aislamiento, concentracion y esterilizacién de las composiciones segin
la presente invencion.

Ejemplo 8
Aislamiento, concentracion y esterilizacion de las composiciones hidrosolubles

Segtn la presente invencion, se pueden aplicar dos procedimientos para la preparacion de composiciones de com-
puestos lipdfilos hidrosolubles: (i) un compuesto lipéfilo y un agente de solubilizacién se pueden combinar directa-
mente y fusionar a la vez, o (ii) los dos se disuelven en primer lugar en un disolvente auxiliar miscible con agua, la
disolucidn se mezcla con agua y el disolvente y el exceso de agua se eliminan por evaporacion. Las composiciones
obtenidas son solubles en un medio acuoso a temperatura ambiente, pero no a temperaturas superiores a aproxima-
damente 80°C. Cuando se calientan, éstas precipitan fuera del agua pero se disuelven otra vez por enfriamiento. Esto
proporciona un procedimiento sencillo, efectivo y barato para su aislamiento, concentracion y esterilizacion.

Normalmente, las disoluciones acuosas de las composiciones se calientan en un bafio de agua hirviendo duran-
te aproximadamente 2 minutos o hasta que se forma un precipitado visible. La separacién de los precipitados fuera
del agua caliente se acelera por centrifugacion rdpida a 2000 x g. La fase acuosa se decanta y la composicion cérea,
transparente obtenida se puede almacenar refrigerada en viales sellados. Esta permanece estable durante, al menos, 8
meses y se puede diluir adicionalmente con medio acuoso (agua, solucién salina o un tampén). Cuando se refrigeran,
estas disoluciones son estables durante, al menos, 3 afios. El procedimiento de precipitacién/solubilizacién es reversi-
ble y si se repite varias veces, mejora la estabilidad de las disoluciones acuosas diluidas de la composicién. Si ocurre
precipitacién de la composicién durante el almacenamiento, su solubilidad se puede restablecer por aplicacién del
ciclo de calentamiento/centrifugacién anterior. Las composiciones son adecuadas también para inyecciones, ya que el
procedimiento descrito se puede aplicar para su esterilizacién.
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El Ejemplo 9 ilustra la preparacién de de composiciones en polvo seco que contienen multiples componentes.

Ejemplo 9

Preparacion de composiciones que contienen Coenzima Q,, vitamina E y vitamina C

TABLA 6

Componentes de las composiciones complejas hidrosolubles

Composicién Coenzima Q10/ PTS-600 (que | 0,03 g CoQ10/0 09 g PTS-600
contiene 40 mg de CoQ10/ml de agua)

Composicion vitamina E/ PTS-600 (que 0,005 g de Vit E/0,025 g PTS-600
contiene 20 mg de vitamina E/ml)

Vitamina C (0,25 g/mi en agua) 0,75¢g

La Tabla 6 muestra las cantidades de los materiales de partida utilizadas. Las disoluciones acuosas de los compo-
nentes anteriores se combinaron y se liofilizaron. Los productos en polvo resultantes se podian prensar en comprimidos
que permanecian secos e hidrosolubles.

El Ejemplo 10 demuestra la falta de toxicidad de los agentes de solubilizacion.

Ejemplo 10
Estudio de la toxicidad in vitro

Se prepararon disoluciones madre de agentes de solubilizacién (1 mg/ml en PBS) y se afiadieron directamente a
cultivos de células linfoides Jurkat y de neuroblastoma NT2, en las cantidades requeridas para alcanzar la concentra-
cién final en el medio de 200, 100 y 50 mg/ml, y se determind la viabilidad celular mediante un ensayo de exclusién
de azul tripan. Los resultados de la determinacién se muestran en la Figura 1.

Con la excepcion de TPGS, disponible comercialmente, ninguno de los agentes de solubilizacién de la invencién
tenia efectos adversos bien en el crecimiento celular o bien en la viabilidad in vitro, cuando se afladian a los cultivos
celulares a concentraciones de hasta 200 mg/ml. Ademads, no se observé toxicidad cuando se suministraron las com-
posiciones que contenian CoQ10 y PTS, PCS o PSS a ratas Sprague Dawley a concentraciones de hasta 20 mg/kg de
peso corporal, como se muestra en la Figura 2.

Se recordard que los tnicos agentes de solubilizacién de la Figura 2 que se incluyen en el alcance de la invencién
reivindicada son PTS-600 y PTS-1000.

El Ejemplo 11 ilustra la disponibilidad biolégica mejorada de las formas hidrosolubles de CoQ10.

Ejemplo 11
Disponibilidad bioldgica de las formas soluble sen agua de Coenzima Q)

Se administr6 CoQ10, en forma de composiciones hidrosolubles o solubles en aceite, por sonda géstrica a ratas
Sprague Dawley macho de 300-350 g, a una dosis de 6 mg/kg de peso corporal. Se recogieron muestras de sangre y
se midi6 el contenido de CoQ10 en plasma por el procedimiento de HPLC, que los inventores han desarrollado para
el andlisis de CoQ10 en muestras bioldgicas (Graves et al., Analysis of CoEnzyme Q10 content in human plasma and
other biological samples. En: Free Radicals and Antioxidant Protocols, Ed., D. Armstrong, Humana Press, pp: 353-
365, 1998).

Brevemente, se mezclaron 0,1 ml de plasma con 0,33 ml de 1-propanol, se agitaron durante 30 segundos y se deja-
ron en reposo a temperatura ambiente durante 1 minuto. Posteriormente, se afiadieron 0,86 ml de n-hexano, la muestra
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se agit6é vigorosamente durante 30 segundos y se centrifugd para conseguir una separacién de fases y para precipitar
las proteinas desnaturalizadas. La fase superior, que estd constituida por n-hexano y 1-propanol y que contiene CoQ10,
se recogid y se evapord a sequedad bajo argdn. El residuo seco restante se volvid a disolver en 60 ml de etanol y 2 ml
de H,O, con el fin de convertir todo 1la CoQ,, a su forma oxidada. Las alicuotas de muestra se analizaron por croma-
tografia en fase reversa en una columna Supelcosil LC-18-DB (tamaifio de particula de S mm, 30 cm x 4,0 mm, L.D.
Supelco) con la fase mdvil de etanol:metanol de 80:20 (v/v) a un caudal de 1 ml/min. Se monitorizé la absorbancia a
275y 290 nm.

Se utilizaron una curva de calibracién estindar de CoQ,, y un programa informético Beckman System Gold Soft-
ware para la cuantificacién de datos. La cantidad de Coenzima Q, se calculd segtn las dreas medidas de los picos
de las muestras analizadas. La curva de calibracion se prepar6 a partir de una disolucién en etanol de CoQ,, de una
concentracion determinada por espectrofotometria a partir de su coeficiente de extincién de 14.200 a 275 nm. La di-
solucién de etanol de CoQ10se puede almacenar en viales dmbar sellados a -20°C. Los datos presentados en la Figura
2 muestran que la disponibilidad biol6gica de CoQ10 mejoraba de forma significativa cuando se administraba por via
oral como una composicion hidrosoluble de la invencién, en comparacién con la formulacién en aceite. De forma
significativa, la cinética de captacién es mucho mds rapida (el nivel en plasma alcanzaba un pico a aproximadamente
3 horas) y los niveles en plasma maximos alcanzados fueron también mucho mds altos (aproximadamente 2 veces)
cuando se suministraba CoQ10 en una forma hidrosoluble. PSS y PCS son agentes de solubilizacién comparativos
fuera del alcance de la invencion.

El Ejemplo 12 sirve para demostrar la capacidad de CoQ10 para aumentar la eficiencia de la cadena respiratoria
mitocondrial para producir mds ATP.

Ejemplo 12
Efectos de la Coenzima Q,, en el contenido de ATP celular en células humanas NT2

Las células de teratocarcinoma humano NT2 (Stratagene, San Diego, CA) se crecieron en medio DME (Gibco
BRL) suplementado con 10% de SBF (suero bovino fetal) y 10 mg/ml de CoQ10 que se afiadié directamente en el
medio de cultivo tisular en forma de una formulacién PTS hidrosoluble. Las células se recolectaron a intervalos de
24 horas, se resuspendieron en un tampén constituido por 0,02M glicina, 0,05M MgSO,, 0,004M EDTA, pH 7,4 y se
realizaron alicuotas en muestras de 100 ul.

El contenido de ATP se midi6 usando un ensayo de bioluminiscencia luciferina-luciferasa (Sigma, St. Louis MO).
La luciferasa cataliza la descarboxilacién de luciferina y la hidrélisis de ATP para generar pirofosfato de oxiluciferina.
Estas reacciones resultan en la emisién de luz a 560 nm. La intensidad de la luz emitida es proporcional a la concentra-
cion de ATP. El ensayo de ATP se llevé a cabo mezclando 100 ] de muestra con 75 ul de una disolucién de 0,5 mg/ml
de luciferasa-luciferina. La luz emitida se detect6 usando un contador de centelleo Beckman LS 3801. Se prepard una
curva patrén en el intervalo de 10 a 100 pmoles de ATP. Los niveles de ATP se expresaron como pmoles de ATP/ug
de proteina.

La Figura 3 muestra el efecto de la composiciéon PTS-CoQ10 en el nivel de ATP celular en células NY2. El nivel
de ATP fue reproduciblemente alto en células que se cultivaron durante 3 dias en presencia de una formulacién PTS-
CoQ10 hidrosoluble. Los datos puntuales representan la media de los valores de tres experimentos separados + SEM
(error estandar de la media).

El Ejemplo 13 muestra los efectos protectores de CoQ10 frente a la hipoxia en las células de neuroblastoma
humano NT2.

Ejemplo 13
Proteccion frente a la hipoxia

Las células del teratocarcinoma humano NT2 (Stratagene, San Diego, CA) se sembraron en frascos de cultivo de 25
cm? (a una densidad de 0,3 x 10° células/ml) y se crecieron durante 3 dias en medio DME (Gibco BRL) suplementado
con 10% de suero SBF, y en presencia o ausencia de 10 mg/ml de una formulacién CoQ10-PTS afiadida directamente
en el medio de cultivo de tejidos. Los frascos de cultivo se sellaron en una cdmara anaerobia que contenia los sobres
generadores de gas Gas Pak Plus y se incubaron en condiciones anaerobias a 37°C durante 17,5 horas en medio libre de
glucosa. Después del tratamiento de hipoxia, las células se colocaron de nuevo en medio completo (con y sin CoQ10
o vitamina E) y se analizaron, bien inmediatamente (tiempo 0) o bien se cultivaron 24 horas mds bajo condiciones de
normoxia. La viabilidad celular se midi6 por el ensayo de exclusion de azul tripan. Los resultados se muestran en la
Figura 4.

Los efectos protectores de CoQ10 frente a hipoxia en células NT2 son claramente evidentes. Aproximadamente,
murieron un 50% menos células tratadas previamente durante 3 dias con PTS-CoQ10, durante el periodo de recupera-
ci6n de la hipoxia de 24 horas, en comparacién con las células que no habian recibido CoQ10.
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El Ejemplo 14 muestra que CoQ10 es un protector celular igualmente efectivo, frente a la muerte celular inducida
por hipoxia, que la vitamina E.

Ejemplo 14
Comparacion de la funcion ant-oxidante de la Coenzima Q10 y de la vitamina E

Las células del teratocarcinoma humano NT2 (Stratagene, San Diego, CA) se sembraron en frascos de cultivo de 25
cm? (a una densidad de 0,3 x 10° células/ml) y se crecieron durante 3 dias en medio DME (Gibco BRL) suplementado
con 10% de suero SBF, y en presencia o ausencia de 10 mg/ml de una formulacién CoQ10-PTS, o de la misma
concentracion de una formulacién vitamina E-PTS, que se afiadieron directamente en el medio de cultivo de tejidos.
Los frascos de cultivo se sellaron en una cdmara anaerobia que contenia los sobres generadores de gas Gas Pak Plus y
se incubaron en condiciones anaerobias a 37°C durante 17,5 horas en medio libre de glucosa. Después del tratamiento
de hipoxia, las células se colocaron de nuevo en medio completo (con y sin CoQ10 o vitamina E) y se analizaron, bien
inmediatamente (tiempo 0) o bien se cultivaron 24 horas mds bajo condiciones de normoxia. La viabilidad celular se
midi6 por el ensayo de exclusién de azul tripdn. Los resultados se resumen en la Figura 5.

En los dos modelos experimentales, los tratamientos con CoQ10 y vitamina E, el porcentaje de muerte durante
el periodo de recuperacion de la hipoxia de 24 horas, se redujo la mitad. Esto demuestra que los efectos protectores
de CoQ10 frente a la lesion celular inducida por hipoxia son comparables a los de la vitamina E, un antioxidante de
eficacia probada.

El Ejemplo 15 demuestra los efectos protectores de CoQ10 frente a la lesion tisular provocada por isquemia/reper-
fusién. Aunque el modelo animal usado es el modelo experimental de ictus humano, los datos son relevantes para
cualquier aplicacién en la que un tejido se dafia como resultado de isquemia/reperfusion.

Ejemplo 15
Efectos protectores de CoQ10 frente a isquemia/reperfusion

Ratas espontdneamente hipertensas (SHR) adultas, que pesaban 225-250 g, que desarrollan facilmente lesiones
caracteristicas de ictus después de periodos cortos de oclusién vascular, se usaron para el modelo de oclusién de
la arteria cerebral media (MCAO). Los animales se anestesiaron y la arteria cardtida comun derecha se obstruyé
permanentemente. Se expuso el craneo y se accedio a la arteria cerebral media (MCA) derecha a través de un agujero
de 2 mm taladrado en el craneo. Bajo un microscopio de diseccidn, se aplico un microchip al vaso MCA. Después de
un periodo de oclusién de 60 minutos, se retird el clip y las heridas se trataron. La temperatura corporal se mantuvo
durante toda la cirugia y recuperacién a 37,5°C, usando una sonda de termistor rectal conectada a una ldmpara térmica.
Se administré CoQ10 (6 mg/kg) de forma intravenosa (vena del cuello) inmediatamente después de retirar el clip. Los
efectos de 60 minutos de isquemia se cuantificaron mediante la sal de tetrazolio TTC (cloruro de 2,3,5-trifenil,2H-
tetrazolio).

Con el fin de cuantificar la lesién tisular, los cerebros se cortaron en secciones coronales de 5 mm y se tifieron

durante toda la noche con 2% TTC. El formazan coloreado se extrajo usando acetonitrilo y su concentracién se midi6
mediante un espectrofotémetro a 480 nm. Los resultados se expresan como OD/g de tejido de cerebro seco.

TABLA 7

Efectos protectores de CoQ10 frente a la lesion cerebral inducida por isquemia

Animales no tratados Animales tratados con CoQyq

Tiempo Hemisferio Hemisferio Tiempo Hemisferio Hemisferio
después de la | cerebral cerebral después de la | cerebral cerebral
reperfusion izquierdo derecho reperfusién izquierdo derecho
Simuladas 1250,0 + 31,8 | 1239,0 + 11,9 | Simuladas 1250,0 + 31,8 | 1239,0+ 11,9
1 dia 1208,0 £ 19,2 | 1018,0 £ 26,0 | 1 dia 1206,0 £ 50,2 | 1200,0 + 19,2
2 dias 1104,0 + 36,2 | 898,3+19,6 | 2dias 1084,9+22,2 | 1060,9 £ 21,2
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Las sales de tetrazolio son indicadores histoquimicos de las enzimas respiratorias mitocondriales y se usan para
detectar tejidos infartados. TTC reacciona con los sistemas enzimdticos oxidativos intactos, tales como succinato y
NADH deshidrogenasas, acepta electrones y se reduce a formazan coloreado que tifie el tejido de rojo. En contraste
con esto, la mitocondria dafiada de forma irreversible, que no tiene el sistema oxidativo intacto, no puede reducir
TTC y el tejido permanece blanco, sin tefiir. De acuerdo con esto, cuanto mds sano estd el tejido, mds altas son las
lecturas de OD. Compérense los valores obtenidos para cerebros de ratas control, en las que se simulaba la operacién
(aproximadamente 1250 OD/g de tejido), y para cerebros de ratas experimentales (898,3 OD/g de tejido). Los efectos
protectores de CoQ10 frente a la lesién tisular inducida por isquemia son claramente evidentes, se obtuvieron con-
tenidos TTC superiores y, por ello, lecturas OD més altas, a partir de cerebros de animales que habian recibido un
tratamiento con CoQ10 posterior a la isquemia.

El Ejemplo 16 ilustra la aplicabilidad y adecuacién de composiciones de CoQ10 hidrosolubles en cosméticos.

Ejemplo 16

Composiciones de CoQ10 hidrosolubles en cosméticos

TABLA 8

Preparacion de cosméticos

CoQ10-PTS-600 100 Crema hidratante clasica Concentracion final
mg/mi Oil of Olay CoQ10
1,5 mi 60 mi 0,25%
3,0 ml 60 ml 0,50%
CoQ10-PTS-600 100 Crema hidratante para Concentracion final
mg/ml piel seca Pond’s CoQ10
5mi 200 ml 0,25%
CoQ10-PTS-600 100 Locion hidratante Concentracion final
mg/mi corporal Vaseline CoQ10
7,5ml 300 ml 0,25%
CoQ10-PTS-600 100 Locién hidratante Concentracion final
mg/mi corporal Oil of Olay CoQ10
5ml 200 ml 0,25%

La Tabla 8 muestra las cantidades de los materiales de partida usadas para preparar productos para la piel que con-
tenfan CoQ10, que se combinaron segiin el procedimiento siguiente. Los dos componentes se mezclaron a temperatura
ambiente hasta que formaron una composicién uniforme de una crema en la que la Coenzima Q10 permanecia. Esta se
analiz6 mediante la adicién de agua a muestras de 0,2 ml de crema (volumen total de 1 ml). Las muestras se agitaron
vigorosamente con un vértex y se centrifugaron para separar las fases. La fase acuosa permanecié amarilla debido
a que contenia CoQ10 disuelto. Las cremas fueron estables y no se observé separacion de fases incluso después de
varios meses a temperatura ambiente.

Estos cosméticos se analizaron en 20 voluntarios sanos a lo largo de un periodo de un afio. Todos refirieron carac-
teristicas de la piel mejoradas, esto es, elasticidad de la piel mejorada y reduccién de arrugas. Ninguno describié una
reaccion adversa.

El Ejemplo 17 ilustra la preparacién de composiciones hidrosolubles que contienen antibidticos polieno macro-
lida.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312332 T3

Ejemplo 17

Preparacion de composiciones de antibioticos anti-fiingicos

TABLA 9

Preparacion de formulaciones hidrosolubles de antibioticos anti-fiingicos

Candicidina 0,01g
PTS-600 0,02g
THF/H,O (8:2, v/Iv) 0,1ml
H.0 2,5 ml
Nistatina 0,01¢g
PTS-600 002g
Acido acético glacial 0,1 ml
H,O 2,5ml
Amfotericina B 0,01g
PTS-600 0,02g
Metano/acido acético glacial (2:1, viv) | 0,3 ml
H,O 2,5ml

La Tabla 9 muestra las cantidades de los materiales de partida usadas para preparar composiciones hidrosolubles de
antibidticos. Los antibidticos y agentes de solubilizacion se disolvieron de forma separada en un disolvente apropiado
o en una mezcla de disolventes. Las disoluciones se combinaron y se diluyeron con agua. Los disolventes y el exceso
de agua se eliminaron por evaporacion bajo presion reducida. Cuando se usé como disolvente dcido acético glacial, la
evaporacién conjunta con agua se repitié varias veces. Las composiciones que contenian 20 mg/ml de antibidticos se
obtuvieron poro evaporacion del disolvente. Estas fueron estables y se podian almacenar congeladas durante periodos
de tiempo extensos (8 meses). Estas composiciones, también se podian aislar, concentrar adicionalmente y esterilizar
mediante la técnica descrita en el Ejemplo 8. Los productos finales fueron precipitados claros, céreos, siendo la mejor
manera de almacenarlos congelarlos en viales sellados bajo argén (hasta 8 meses). Estos se podian reconstituir en
medio acuoso (agua o solucién salina) hasta las concentraciones deseadas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién hidrosoluble que comprende un compuesto lipdfilo biolégicamente activo y un agente de
solubilizacién de férmula general:

X -00C - (CH);s - COO -,

en la que:
X es un residuo de un resto hidréfobo seleccionado entre el grupo constituido por tocoferoles,

Y es un residuo de un resto hidréfilo seleccionado entre el grupo constituido por polietilenglicoles, y derivados de
los mismos, que tienen grupos carboxi esterificables.

2. Una composicién segun la reivindicacién 1, en la que X se selecciona entre el grupo constituido por a-, 8-, y- y
o-tocoferoles.

3. Una composicién segun la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en la que el compuesto lipéfilo biolégicamente
activo se selecciona entre el grupo constituido por ubiquinonas, ubiquinoles, vitaminas, provitaminas, antibidticos
polieno macrolida, y mezclas de los mismos.

4. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el polietilenglicol tiene un
peso molecular promedio de aproximadamente 600 a aproximadamente 1000.

5. Una composicion segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el resto hidréfobo se selecciona
entre el grupo constituido por a-(+)-tocoferol y a-(x)-tocoferol.

6. Una composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el agente de solubilizacién es sebacato
de polioxietanil-a-tocoferol.

7. Una composicién segin la reivindicacién 5, en la que el grupo lipdfilo bioldgicamente activo se selecciona
entre el grupo constituido por ubiquinonas, ubiquinoles, esteroles, vitamina E, vitamina A, provitamina A, vitamina
K, vitamina D, anfotericina-B, nistatina, candicidina y mezclas de los mismos.

8. Una composicién segtn la reivindicacioén 7, en la que el compuesto lipéfilo biolégicamente activo es una ubi-

quinona o un ubiquinol de férmula:
R
M H

CH,

enlaqueRes

CH,0 CH, CH,0 CH,

CH,0 CH,0
o OH

y k es un nimero entero de 6 a 12.
9. Una composicidn segtin la reivindicacién 8, en la que k es igual a 10.
10. Una composicién segun la reivindicacion 8, que comprende adicionalmente un aditivo hidrosoluble, farma-

céuticamente aceptable, seleccionado entre el grupo constituido por vitamina C, gelatina, un suplemento proteico, un
polietilenglicol, que tiene un peso molecular superior de aproximadamente 5000, y mezclas de los mismos.
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11. Un procedimiento de preparacién de una composicién hidrosoluble segin cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, comprendiendo este procedimiento las etapas de:

e preparar una mezcla del compuesto lipéfilo y del agente de solubilizacién en una relaciéon molar determi-
nada previamente, y

e calentar la mezcla a una temperatura superior a los puntos de fusién respectivos del compuesto lipéfilo y
del agente de solubilizacién, durante el tiempo necesario para obtener un fundido claro, y

e recuperar la composicién hidrosoluble obtenida de esta forma.

12. Un procedimiento de preparacién de una composicion hidrosoluble segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, comprendiendo este procedimiento las etapas de:

e disolver el compuesto lipdfilo biolégicamente activo y el agente de solubilizacién a una relacién molar
determinada previamente en un disolvente orgdnico miscible en agua,

e diluir la disolucién con una cantidad de agua determinada previamente, y

e retirar el solvente orgdnico de la disolucién y, opcionalmente, la cantidad de agua necesaria para conseguir
una concentracion deseada, de la composicion hidrosoluble.

13. Un procedimiento segun la reivindicacién 11 6 12, en el que la relaciéon molar entre el compuesto lipéfilo
biolégicamente activo y el agente de solubilizacién es de 1:1 a 1:5.

14. Un procedimiento de purificacion de una composicién hidrosoluble segtin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

e disolver la composicién hidrosoluble en agua a una relacién de la composicién respecto del agua que no
exceda de 1:2 en volumen,

e calentar la disolucién durante el tiempo necesario para conseguir la separacién de la composicién hidroso-
luble como una fase liquida, y

e separar la fase liquida de la disolucién caliente, a la vez que se mantiene la temperatura de la disolucién
sustancialmente invariable.

15. Un procedimiento segin la reivindicacién 13, en el que la separacién de la fase liquida a partir de la disolucién
se lleva a cabo por centrifugacion.

16. Un agente de solubilizacién de férmula general

X - 00C — (CH,)s — COO - Y

en la que:
X es un residuo de un resto hidréfobo, seleccionado entre el grupo constituido por tocoferoles,

Y es un residuo de un resto hidréfilo seleccionado entre el grupo constituido por polietilenglicoles.

17. Un agente de solubilizacién segun la reivindicacién 16, en el que X se selecciona entre el grupo constituido
por a-, B-, y- 'y o-tocoferoles.

18. Un agente de solubilizacién segtin la reivindicacién 16 o la reivindicacién 17, en el que el polietilenglicol tiene
un peso molecular promedio de aproximadamente 300 a aproximadamente 5000.

19. Un agente de solubilizacién segun la reivindicacién 18, en el que el peso molecular promedio es entre aproxi-
madamente 600 y aproximadamente 1000.

20. Un procedimiento de preparacion de un agente de solubilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a
19, que comprende las etapas de:

e hacer reaccionar un compuesto de férmula general X-OH con un compuesto de férmula general Z-OC-
(CH,)5-CO-Z, en la que Z es un grupo saliente,

e hacer reaccionar el compuesto obtenido de esta forma con un compuesto de férmula general HO-Y-OR, en
la que R es hidrégeno o un alquilo, y

e recuperacion del producto obtenido de esta forma.
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21. Un procedimiento segun la reivindicacién 20, en el que el grupo saliente es un halégeno y R es hidrégeno o un
alquilo C,-C,.

22. Un procedimiento segun la reivindicacién 20 o la reivindicacion 21, que comprende adicionalmente una puri-
ficacion del agente de solubilizacion, en la que la purificacién comprende las etapas de:

e disolver el agente de solubilizacién en agua a una relacién del agente de solubilizacién respecto del agua
que no exceda de aproximadamente 1:2 en volumen,

e calentar la disolucién durante un tiempo necesario para conseguir la separacién del agente de solubilizacion
como una fase liquida, y

e retirar el agente de solubilizacidn separado de la disolucidn caliente, a la vez que se mantiene la temperatura
de la disolucién sustancialmente invariable.

23. Una formulacién farmacéutica o cosmética que comprende una cantidad farmacéutica o cosméticamente efec-
tiva de un compuesto lipéfilo biolégicamente activo en forma de una composicion hidrosoluble segtin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, comprendiendo dicha formulacién, adicionalmente, un aditivo o vehiculo farmacéutica o
cosméticamente aceptable seleccionado entre el grupo constituido por disolventes, adyuvantes, edulcorantes, agentes
de carga, colorantes, agentes aromatizantes, lubricantes, aglutinantes, agentes humectantes, conservantes y mezclas de
los mismos.

24. Una formulacién segun la reivindicacion 23, en una forma adecuada para la administracion, tépica, oral o
parenteral.

25. Una formulacién segtn la reivindicacién 24, en forma de una cdpsula, comprimido, gragea, granulos, suposi-
torio, disolucidn estéril, crema, locién, gel o pomada.

26. El uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién hidrosoluble segun la reivindicacién 1,
que comprende Coenzima-Q;, como el compuesto lipéfilo biolégicamente activo, junto con un diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable para la fabricacién de un medicamento para la profilaxis o el tratamiento de un trastorno
médico asociado con lesiones tisulares oxidativas o disfunciones mitocondriales y seleccionado entre enfermedades
coronarias, lesiones tisulares por isquemia/reperfusion, trastornos neurodegenerativos y encefalomielopatias mitocon-
driales.

27. El uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién hidrosoluble segtn la reivindicacién 1,
que comprende Coenzima-Q,, como un compuesto lipdfilo biolégicamente activo, junto con un diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable para la fabricacién de un medicamento para la profilaxis o el tratamiento de un trastorno
médico que requiere Coenzima-Q;, como un adyuvante, selecciondndose el trastorno entre hipercolesteremia, una
enfermedad infecciosa o cancer.

28. El uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién hidrosoluble segtn la reivindicacion
1, que comprende un antibidtico polieno macrolida como el compuesto lipédfilo biolégicamente activo, junto con
un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable para la fabricaciéon de un medicamento para la profilaxis o el
tratamiento de una infeccién fiingica.

29. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en el que el agente de solubilizacién es como se define en
la reivindicacién 2, reivindicacion 4, reivindicacion 5 o reivindicacién 6.
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