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DESCRIPCION
Formulacion semisdlida para la administracion oral voluntaria de compuestos bioactivos a roedores
Campo técnico
Esta solicitud se refiere a una formulacion para la administracion oral voluntaria de compuestos bioactivos a roedores.
Antecedentes de la invencién

La via oral es el método preferido para la administracion de farmacos (por ejemplo, comprimidos, capsulas, jarabes) a los
seres humanos (Stewart et al. 2016). Durante el desarrollo de farmacos, las principales herramientas preclinicas para el
cribado de nuevos agentes farmacoldgicos antes de las pruebas clinicas suelen implicar la experimentacion con animales
de laboratorio y se han descrito distintas estrategias para la administracidon oral de farmacos a roedores. La alimentacion
por sonda es el método mas sencillo para conseguir una dosis precisa de farmacos entéricos en ratones y ratas (Abelson
et al. 2012). En pocas palabras, esta metodologia consiste en la insercidon de un catéter flexible 0 una aguja rigida con
punta esférica a través de la boca hasta el eséfago con direccidon al estémago. No obstante, la alimentacion por sonda
comprende una secuencia de procedimientos traumaticos que i) provocan heridas en el eséfago o el estémago y
complicaciones relacionadas (p. ej. aspiracion gastroesofagica y lesién pulmonar; incapacidad para tragar; asfixia debida
al impacto de alimentos y material de cama en |la orofaringe y, en Ultima instancia, mortalidad); ii) provocan una respuesta
de angustia significativa, de forma dependiente del vehiculo y de la dosis, derivada de la retirada del animal de su jaula 'y
la posterior sujecion manual, incluso en animales adiestrados; iii) requieren importantes habilidades técnicas (e.p. €j.,
conocimientos de anatomia orofaringea) (Brown, Dinger y Levine 2000; Jones, Boyd y Wallace 2016). Ademas, el
traumatismo asociado a la alimentacién forzada puede alterar significativamente los parametros fisioldgicos (por ejemplo,
la frecuencia cardiaca, la presién sanguinea, los metabolitos plasmaticos de la corticosterona/corticosterona fecal) que
son cruciales en una amplia gama de estudios preclinicos de varios agentes farmacolégicos (por ejemplo, moduladores
bioactivos cardiovasculares, endocrinos y/o del sistema nervioso central), introduciendo un sesgo en los resultados
experimentales (Brown, Dinger y Levine 2000; Diogo et al. 2015; Vandenberg et al. 2014, Yardley et al. 2015). En general,
la alimentacion oral no es una metodologia adecuada para los tratamientos a largo plazo/crénicos y repetitivos que a
menudo se requieren durante la fase de descubrimiento de farmacos en relacién con la naturaleza cronica de la mayoria
de las enfermedades (por ejemplo, diabetes, hipertension, enfermedades neurodegenerativas), lo que supone un reto
para las pruebas de farmacos en ensayos preclinicos (Gonzales et al. 2014). Esta razén lleva a menudo a los
investigadores a renunciar a la administracién oral de compuestos bioactivos optando por vias de administracion
alternativas (por ejemplo, intraperitoneal, subcutanea), teniendo en cuenta que estas estrategias pueden limitar los
criterios de valoracién del plan de trabajo y su posterior traslacion al terreno clinico. De ahi que los métodos no invasivos
y sin estrés para la alimentacion por sonda forzada de compuestos bioactivos orales en roedores hayan sido un area
emergente en la comunidad cientifica y en el campo farmacéutico (Diogo et al. 2015; Gonzales et al. 2014; Klster et al.
2012; Allen et al. 2015). En consecuencia, se han descrito distintas alternativas "menos estresantes" (en comparacién con
el procedimiento de gavage) para el suministro oral de farmacos a roedores:

Alternativa 1. Suspensién del farmaco en solucién de sacarosa (5% - 10%) y alimentacion voluntaria con jeringa (Atcha
et al. 2010; Schleimer, Johnston, y Henderson 2005);

Alternativa 2. Biofilm oral de disolucion rapida que contiene farmaco y alimentacion voluntaria con jeringuilla ( Allen et al.
2015; Huynh et al. 2016; Yardley et al. 2015);

Alternativa 3. Farmaco administrado en la dieta (alimento/agua potable) (Molina-Cimadevila et al. 2014, Kuster et al.
2012);

Alternativa 4. Gusanos de |la harina inyectados con farmacos (Sobolewski et al. 2016) ;

Alternativa 5. Farmaco mezclado con sustancias que mejoran la palatabilidad (premezcla de farmaco-pasta de
chocolate/pasta de azucar/mantequilla de cacahuete/miel/masa aromatizada/gelatinas aromatizadas) (Abelson et al.
2012; Gonzales et al. 2014; Huang-Brown y Guhad 2002; Liles et al. 1998; Taylor et al. 2016; Walker et al. 2012; Zhangy
Zhang 2011).

Sin embargo, estas estrategias siguen asociadas a importantes desventajas que pueden dificultar los resultados
experimentales. En cuanto a los enfoques de alimentacion con jeringuillas de farmacos (alternativas 1 y 2), no son
alternativas "verdaderamente voluntarias" teniendo en cuenta que los animales necesitan ser sujetados por el operario
para la administracion del farmaco. Se trata de una desventaja evidente, ya que la extraccion del animal de su jaula 'y su
posterior sujecién suponen una enorme interferencia humana con el animal de experimentacién y una angustia inherente.
Las metodologias restantes (alternativas 3-5) son verdaderamente voluntarias debido a la voluntad de los animales de
elegir libremente la ingestién de farmacos sin la intervencion del operario. Sin embargo, sigue habiendo aspectos criticos
que deben mejorarse. El primero esta vinculado con el alojamiento de los animales, ya que la mayoria de estos
procedimientos requieren un alojamiento individual para garantizar una dosificaciéon correcta y confirmar la ingestion
completa de la formulacién. Dado que los roedores son animales sociales que suelen vivir en parejas 0 en grupos, la
alteracion de su jerarquia social por el alojamiento individual puede ser muy estresante y provocar cambios
conductuales/fisiologicos que pueden comprometer su bienestar (limitaciones éticas) y confundir potencialmente los
criterios de valoracion experimentales. El farmaco administrado en la comida y/o el agua de los animales alojados en
grupo (alternativa 3) supera esta limitacion social/jerarquica, pero puede producirse una infradosificacién o
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sobredosificacién y no se consigue una dosis precisa del farmaco. En cuanto al protocolo de inyeccién de farmacos en
gusanos de la harina alojados en grupo (alternativa 4), aunque innovador, es en general dudoso desde distintos puntos
de vista, ya que: i) es incapaz de garantizar el metabolismo inactivo en caliente y la conservacion de farmacos inalterados
quimicamente para su administracion a roedores; ii) es en cierto modo discutible, ya que puede no cumplir las cuestiones
de seguridad de las instalaciones para animales de laboratorio; iii) requiere mucho trabajo y tiempo.

Un segundo tema importante se refiere a las sustancias que mejoran la palatabilidad afiadidas a los vehiculos de farmacos
para mejorar la cooperacion animal (alternativa 5). Estos compuestos pueden alterar sustancialmente el estado nutricional
y perturbar de forma critica las rutas metabdlicas de los animales (por ejemplo, los niveles de glucosa en sangre/el perfil
lipidico del suero), sobre todo cuando se requieren regimenes a largo plazo (Diogo et al. 2015). Una metodologia
interesante que intent6 superar este inconveniente es la "pildora de gelatina" modificada con sabor, propuesta por Zhang
(2011), que incorporé a la formula un edulcorante no caldrico (sucralosa) en lugar de sacarosa, lo que la hace adecuada
para el suministro crénico de farmacos por via oral minimizando las alteraciones metabdlicas de los animales. En un
intento de reproducir este protocolo, nuestro grupo pudo fabricar con éxito la pildora de gelatina de Zhang (Fig. 1). Sin
embargo, la aceptacién voluntaria (es decir, la forma de dosificacién llevada voluntariamente a la boca del animal) de la
pildora de gelatina de Zhang fue completamente nula a los 14 dias de 24 horas consecutivas de exposicion en lotes
distintos de ratones C57BL/6 machos y hembras ayunados durante la noche. Los animales mostraron un comportamiento
exploratorio empujando la pildora dentro de las jaulas de pared, pero siempre evitaron el contacto directo en los intentos
consecutivos de 14 dias. Al entrar en contacto fisico con la férmula, los animales mostraron altos indices de
comportamiento de acicalamiento, lo que denota graves limitaciones de la formulacién que probablemente subsistan al
rechazo de los animales a la pildora gelatinosa de Zhang. Los presentes inventores estan seguros de que el hecho de
que los roedores eviten el contacto sugiere que, a pesar de las atractivas caracteristicas palatables del vehiculo de Zhang,
la superficie pegajosa del mismo disuade a los animales de agarrarlo. Asi, los inventores reconocen la importancia de la
palatabilidad para invitar a un primer acercamiento y el papel crucial de la textura para garantizar el consumo completo
voluntario del animal. Por lo general, faltan pruebas sélidas de la aplicacion con éxito de la metodologia de Zhangy ya se
ha informado de formulas modificadas, lo que apunta a una falta de reproducibilidad (Vidal-Martinez et al. 2016, Dhawan,
S. et al, 2018). Es importante destacar que las modificaciones propuestas por los autores mencionados también presentan
inconvenientes, ya que i) incorpora excipientes que pueden alterar el perfil metabdlico (por ejemplo, granulos blandos de
tocino) y ii) requiere un alojamiento individual para la administracion de las pildoras.

En todo el mundo, siguen estando justificadas las principales preocupaciones técnicas de protocolos alternativos eficaces
para el suministro oral de compuestos bioactivos en roedores de laboratorio, en consonancia con esfuerzos similares de
formulaciones patentadas optimizadas para la administracién de farmacos veterinarios con fines terapéuticos (Allen et al.
2015; Derrieu et al. 2014, Kalbe et al. 2004, Larry et al. 1992; Thombre & Kasraian, 2003; Thombre, A., 2005). También
se describen dificultades analogas en el consumo voluntario de téxicos de los roedores. De hecho, actualmente se
preparan formulaciones de rodenticidas (por ejemplo, granulos, polvo, granos sueltos, pastas) con principios activos como
grasas, semillas y potenciadores de la palatabilidad que atraen el consumo voluntario del toxico. Los cebos acabados que
contienen el toxico deben evitar la timidez y la aversién al cebo, aumentando su consumo voluntario y su eficacia.

Teniendo en cuenta las deficiencias anteriores de la administracién oral de compuestos bioactivos a roedores, la presente
invencidn propone un nuevo enfoque que imita el método de administracion de pastillas en dosis Unica ampliamente
utilizado en la practica clinica humana. El objetivo principal se basaba en la optimizacion de una formulacién facil, segura,
consistente, de dosis precisas y eficaz para la administracién oral voluntaria de farmacos a roedores. Autores anteriores
ya destacaron las numerosas ventajas del método de dosificacidon en pildoras, a saber: i) permite una dosificacién
individual precisa (cantidad de farmaco/peso corporal); ii) requiere pequefias cantidades de farmaco (en comparacién con
los farmacos mezclados en los alimentos o el agua de bebida); iii) supera los requisitos de hidrofilia/lipofilia del farmaco
para la solubilizacién en vehiculos; iv) no provoca respuestas de estrés significativas; v) es eficaz para el suministro
repetitivo y alargo plazo de compuestos bioactivos en roedores (Kopf et al. 2010; Walker et al. 2012; Zhangy Zhang 2011)
. Sin embargo, las férmulas anteriores de dosificacion en pastillas para roedores siguen siendo cuestionables en términos
de i) alteracion de las rutas metabdlicas en el contexto de ensayos preclinicos, ii) reproducibilidad vy iii) alojamiento y
bienestar de los animales de laboratorio. Ademas de la falta de reproducibilidad observada con el enfoque de Zhang, la
férmula de la pildora propuesta por Walker y colegas (2012) se basa en una dieta de masa con sabor a tocino con altos
niveles de proteinas y grasas y, en consecuencia, con probables resultados a largo plazo en el perfil metabdlico animal.
Ademas, la formula propuesta recientemente por Dhawan, S. et al (2018) se basa en concentrados de zumo de frutas
para potenciar la palatabilidad, independientemente de las muy probables interacciones deletéreas entre los componentes
del zumo y los compuestos bioactivos que se pretende administrar. Por ello, los presentes inventores han desarrollado
una nueva férmula de pildora para la aceptacion voluntaria de los roedores que supera los inconvenientes anteriores.

Breve descripcion de la invencidn

La presente solicitud de patente divulga en la presente una formulacion semisdlida para la administracion oral voluntaria
de compuestos bioactivos a roedores.

La formulacién de pildoras semisoélidas divulgada en la presente comprende:

° al menos un agente espesante, en donde dicho agente espesante se selecciona entre gelatina, agar,
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carragenano, alginato sodico y pectina;

° un edulcorante digerible, en donde el edulcorante digerible se selecciona entre la sucralosa y la sacarina calcica;
° un agente diluyente, en donde el agente diluyente es un polvo con una granulometria entre 300 y 800 pm,
obtenido a partir de semillas finamente molidas, granos de cereales o dieta a base de granos de cereales para roedores,
en una concentracion entre 10y 30% m/v;

° al menos un agente enmascarador del sabor;

° un compuesto bioactivo.

En una realizacién, las semillas finamente molidas se seleccionan entre al menos una de girasol y alpiste.

En una realizacién, la dieta para roedores a base de granos de cereales finamente molidos comprende al menos una de
harina de soja descascarillada, sémola de trigo, maiz en hojuelas, maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo
molido, suero desecado, aceite de soja y levadura seca de cerveza.

En una realizacion, la formulacidon comprende ademas un conservador.

En una realizacion, el agente espesante es gelatina en una concentracion entre 5y 20% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es agar en una concentracién entre 1y 5% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es carragenina en una concentracién entre 0,02 y 3% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es alginato sédico en una concentracién entre 0,7 y 2% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es pectina en una concentracién entre 0,5y 5% miv.

En una realizacion, el edulcorante no digerible es sucralosa en una concentracién entre 1y 5% m/v.

En otra realizacion, el edulcorante no digerible es sacarina calcica en una concentracién entre 0,1y 0,25% m/v.
En una realizacion, el agente enmascarador del sabor se selecciona entre vainilla, fresa, arandano y chocolate.

En una realizacién, la formulacién de la presente solicitud de patente es para su uso en la administracién oral de farmacos
y compuestos bioactivos a roedores.

En otra realizacién, la formulacion de la presente solicitud de patente se utiliza en métodos de cribado toxicoldgico de
roedores.

En otra realizacién, la formulacién de la presente solicitud de patente se utiliza en la produccion de cebos téxicos para
roedores.

Divulgacién/Descripcién detallada

La presente solicitud de patente divulga en la presente una formulacion semisdlida para la administracion oral voluntaria
de compuestos bioactivos a roedores.

Teniendo en cuenta las deficiencias mencionadas de los enfoques del estado de la técnica descritos anteriormente para
la administracién oral de compuestos bioactivos a roedores, la presente solicitud de patente divulga un nuevo enfoque
que imita el método de administracion de pastillas en dosis Unica ampliamente utilizado en la practica clinica humana. El
objetivo principal se basa en la optimizacion de una formulacidn facil, segura, consistente, de dosis precisa y eficaz para
la administracidén oral voluntaria de farmacos a roedores mediante el método de dosificacion en pildora. Es importante
destacar las numerosas ventajas que se derivan del uso de la formulacién descrita: i) permite una dosificacién individual
precisa (cantidad de farmaco/peso corporal); ii) requiere pequefias cantidades de farmaco (en comparacién con los
farmacos mezclados en los alimentos o el agua de bebida); iii) supera los requisitos de hidrofilicidadflipofilia del farmaco
para la solubilizacion del vehiculo; iv) no provoca respuestas de estrés significativas; v) es eficaz para el suministro
repetitivo y alargo plazo de compuestos bioactivos en roedores. Asi, la nueva formulacién de pildora semisélida divulgada
en la presente esta disefiada para i) ser un portador de compuestos bioactivos para roedores; ii) lograr un alto indice de
aceptaciéon y un consumo oral voluntario de forma reproducible y iii) preservar el perfil metabolico y el bienestar de los
roedores de laboratorio experimentales. En conjunto, la presente invenciéon propone un nuevo enfoque para la
administracién oral voluntaria de compuestos bioactivos a roedores mediante una metodologia de pildora de dosis Unica
capaz de lograr la aceptacion voluntaria, imitando lo que ocurre con las composiciones farmacéuticas sélidas ampliamente
utilizadas en la practica clinica humana. Esta invencién se refiere a una nueva formula de pildora semisdlida que es un
portador adecuado de farmacos, toxinas, biomasa (por ejemplo, de origen vegetal), vacunas y/o adyuvantes y otros
compuestos bioactivos, siendo atractiva para los sectores industriales farmacéutico, veterinario y de suministro de
alimentos, asi como para los institutos biomédicos y las academias de todo el mundo.
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Para lograr la aceptacion voluntaria de la pildora sin efectos significativos sobre la homeostasis metabélica y las
respuestas de angustia, es primordial tener en cuenta los comportamientos innatos de investigacién de los roedores, la
neofobia y las preferencias alimentarias, es decir, los temas relacionados con i) el sabor, ii) la textura vy iii) el tamafio. En
general se reconoce, a partir de las formulas disponibles de cebos para roedores, que los azlcares, las grasas animales
y los cereales son aditivos eficaces para mejorar la aceptacion y la palatabilidad. Sin embargo, el suministro crénico de
altos contenidos de grasas y azUcares digeribles puede afectar significativamente al metabolismo de los roedores a lo
largo del tiempo y, por tanto, interferir con los objetivos de la investigacion preclinica. Para sortear estos problemas, la
formula presentada en la presente incorpora bajos porcentajes de edulcorantes (por ejemplo, sacarina sddica, sucralosa)
para potenciar la aceptacion voluntaria de los roedores. Dado que los edulcorantes seleccionados en la presente son
azUcares no digeribles (lo que evita la introduccidon de calorias en la férmula), no estimulan la liberacién de
insulina/incretina ni alteran los efectos del vaciado gastrico, lo que hace que este vehiculo sea adecuado para preservar
los parametros metabdlicos animales. Se utilizan concomitantemente cantidades traza de esencias para proporcionar un
efecto de enmascaramiento del sabor de los sabores desagradables comunes que surgen de los compuestos bioactivos
mezclados. Hay disponibles varios sabores, a saber, vainilla, fresa, arandanos, chocolate, pero sin limitarse a otros olores
que puedan incitar el comportamiento alimentario de los roedores. Se ha realizado una prueba con dos frascos para medir
la preferencia por las esencias de fresa y chocolate, sin que se hayan registrado diferencias significativas entre ambos
sabores.

Un segundo aspecto critico se basa en la textura y la consistencia de la pildora. Los inventores descubrieron que, a pesar
del comportamiento investigador innato de los roedores ante las formulas anteriores (por ejemplo, la metodologia de
Zhang), se garantiza una textura suave y no pegajosa para la aceptacion de la pildora y su consumo completo. De ahi
que el caracter innovador de la presente invencion se base en la optimizacidon de la textura para disminuir la sensacion
de pegajosidad. La férmula presentada en la presente incorpora agentes texturizantes comestibles (agentes espesantes
y diluyentes) en cantidades éptimas para modificar la textura general del comprimido hacia una menor pegajosidad y una
consistencia semisdlida 6ptima, logrando asi una experiencia tactil no adherente preferida que mejora la aceptacioén de
los roedores. Los agentes espesantes comestibles (por ejemplo, gelatina, pectina, agar agar) ayudan a modificar las
caracteristicas sensoriales de la pildora en términos de propiedades mecanicas sélidas (textura) y comportamiento de
flujo (viscosidad). La férmula presentada en la presente preconiza el uso de uno de estos agentes en la menor cantidad
necesaria para conseguir una matriz semisélida minimizando al mismo tiempo la textura pegajosa del producto final.
Ademas, se eligieron mezclas de semillas/cereales finamente molidos como agentes diluyentes palatables, no sélo para
favorecer la incorporacién homogénea de los compuestos bioactivos dentro del vehiculo, sino sobre todo, porque
disminuyen la textura adhesiva de la pildora que disuade la aceptacion por parte de los roedores. Estudiamos varios
diluyentes palatables (por ejemplo, semillas de girasol, alpiste, grano de cereal y dietas estandar para roedores a base de
grano de cereal) y observamos la aceptacidon voluntaria de los roedores de forma reproducible. Ademas, establecimos
que el tamafio de las particulas entre 300-800pm corresponde a la granulometria optima para los diluyentes,
proporcionando no sélo una textura no pegajosa sino también permitiendo minimizar los residuos de pildoras una vez
consumidas. Las mezclas palatables de semillas/cereales incorporadas en la presente formula son también elementos
clave para evitar el comportamiento neofdbico de los roedores hacia la investigacion de las pildoras y su consumo
completo. Un tercer problema importante de esta invencion tiene que ver con el tamafio de las pastillas. Dado que la
aceptacion voluntaria de los roedores es la base del consumo de pildoras, el tamafio de éstas debe ajustarse a los habitos
alimentarios habituales de los roedores. Tamafio 6ptimo de la pastilla preconizado en la presente invencién (diametro =
0,6-0,7 cm; altura = 0,4-0,6 cm).

Las formulaciones de la presente invencién se preparan mezclando un agente diluyente palatable con dos agentes que
mejoran la palatabilidad -esencia aromatizante y azucar no digerible- para obtener una matriz semisélida aromatizada,
azucarada y no pegajosa que cumpla el objetivo de aceptacion voluntaria por via oral. Los agentes mejoradores de la
palatabilidad utilizados en la presente invencidn son todos no téxicos, aceptables desde el punto de vista alimentario, no
afectan al compuesto bioactivo con el que estan asociados y se utilizan en pequefias cantidades para minimizar los gastos
y maximizar la eficacia de la produccion.

Los compuestos bioactivos adecuados para su uso con el vehiculo semisélido divulgado en |la presente incluyen farmacos,
toxinas y/o biomasa o cualquier combinacion de los mismos, pero no limitan el alcance de la composicion de la invencion.
La cantidad de agente(s) bioactivo(s) varia y depende de la dosificacion necesaria para el tratamiento. La cantidad de
vehiculo semisélido es la cantidad efectiva de suministro que puede determinarse para cualquier compuesto bioactivo.
Los conservantes que pueden emplearse son compuestos utilizados convencionalmente para los preparados
farmacéuticos y los productos alimenticios. Ejemplos adecuados, aunque no limitantes, son el acido benzoico, las sales
derivadas (p. ej., de calcio, de sodio) y los ésteres (p. €j., p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de etilo, p-
hidroxibenzoato de propilo), el acido sérbico, el acido fumarico, el acido lactico, el acido citrico y las sales derivadas (p.
Ej.p. €], citrato de sodio), galato de propilo, acido citrico, acido ascorbico, palmitato de ascorbina, tocoferol, acetato de
tocoferol, butilhidroxitolueno y butilhidroxianisol. La férmula de la pildora semisdlida y la composicién nutricional se
presentan en las tablas 1y 2, respectivamente.

Durante el proceso de fabricacion, la base de la formulacion de las pastillas semisdlidas es un agente espesante y una
solucion de azucar no digerible, preparada en un matraz Erlenmeyer cénico sumergido en un bafio de agua sobre una
placa caliente con agitaciéon (Precaucién: calentar hasta 35-40°C con la caperuza ligeramente enroscada). Esta solucion
puede alicuotarse en tubos de plastico desechables de fondo cdnico y almacenarse a -20°C durante meses hasta su
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reutilizacién. Los siguientes pasos ilustran el protocolo de fabricacion: la esencia aromatizante, el agente diluyente y los
conservantes se incorporan a la solucidon de agente espesante/azucar no digerible y se agitan para conseguir una mezcla
adecuada (Importante: deje el vehiculo sumergido en el bafio de agua a 35-40°C, con agitacion constante, hasta los
siguientes pasos) . Para formular un lote de 96 pildoras semisdélidas, se utiliza una placa de 96 pocillos de fondo redondo
(con tapa) como placa base del molde de pildoras para producir un semisélido de tamafio, forma y peso uniformes, como
se muestra en. Cada pozo se llena con un volumen deseado de vehiculo, normalmente normalizado segun la especie
animal y el peso corporal, la placa se cubre con unatapay se almacena a 4°C. Para el suministro del compuesto bioactivo,
se pesa/mede previamente una cantidad precisa del principio activo (normalmente calculada en funcién de la masa
corporal del roedor) y se transfiere a cada pozo. A continuacién, se mezcla rapidamente el volumen deseado de vehiculo
en el pozo con una varilla agitadora de acero inoxidable. Este procedimiento da lugar a la suspension del principio activo
en lugar de a su solubilizacién, con lo que se eluden los problemas de solubilidad. Alternativamente, el (los) compuesto(s)
bioactivo(s) puede(n) mezclarse en el vehiculo antes de la transferencia de la base del molde. El volumen considerado
debe ser lo suficientemente pequefio como para garantizar el consumo de toda la pieza del comprimido semisélido por
parte de los roedores (por ejemplo, = 100ul en ratones C57BL/6), pero simultdneamente adecuado para incorporar la
cantidad de farmaco requerida. También pueden incorporarse compuestos bioactivos en forma liquida. Las pildoras
semisdlidas se convierten en semisélidas listas (4°C). Conservan una textura semisdlida a temperatura ambiente (RT &lt;
40-50°C) y pueden almacenarse a 4°C o RT en funcién de los conservantes incluidos, como se ejemplifica en la Fig. 2.
Por lo tanto, las pildoras semisélidas portadoras de compuestos bioactivos pueden almacenarse tanto a 42C como a RT
durante meses en funcién de las propiedades intrinsecas de estabilidad del principio o principios activos y de los
conservantes afiadidos, de forma similar a lo que ocurre con otros productos farmacéuticos y/o alimenticios de consumo
humano disponibles en el mercado. El protocolo presentado en la presente puede ampliarse facilmente a un entorno
industrial.

La metodologia subyacente a la administracion oral de farmacos en pildoras semisdlidas a roedores de laboratorio se
conceptualizé para garantizar el mantenimiento del bienestar animal durante el suministro de compuestos bioactivos. Este
protocolo requiere un breve periodo de adiestramiento (3-5 dias de ayuno nocturno/matutino) para eliminar el
comportamiento neofdbico normal de los roedores de laboratorio ante un elemento novedoso (por ejemplo, enterrar la
pildora con material de cama). Para garantizar que cada animal ingiera completamente la pildora semisélida, se introduce
una division en la jaula sélo en el momento de la administracién. Las pildoras semisdlidas se introducen en cada lado de
la jaula en bandejas de plastico desechables (Fig. 3). Tras el consumo total, se retira la divisién y los animales restablecen
el contacto fisico. Tras colocar una pildora en una jaula, los roedores la investigan rapidamente y suelen consumirla en
menos de un minuto (Fig. 4), el "indice de aceptacion voluntaria” preferido (Thombre y Kasraian, 2003). Esta elevada tasa
de aceptacion se mantuvo, al menos, durante 35 dias (equivalente a =3,3 afios en humanos), compatible con regimenes
crénicos de suministro de farmacos (Sengupta P., 2013). Para proporcionar pruebas inequivocas de la ingestién de
pildoras semisdlidas tras la incorporacion de compuestos bioactivos, se probd el consumo voluntario de una bateria de
antidiabéticos/dislipidémicos/depresores/inflamatorios, asi como de una biomasa vegetal. Se comprobd que todas las
sustancias probadas alcanzaban el indice optimo de aceptacion voluntaria cuando se administraban en la presente
invencidn, incluida la desagradable organoléptica capsaicina (un repelente de roedores), la molécula responsable del
sabor picante en la mayoria de los ingredientes alimentarios (Fig. 5). En general, esta formulacién en pildora semisélida
minimiza los efectos negativos de las formulaciones anteriores y las metodologias de experimentacién preclinica con
roedores.

Aparte de la experimentacion con roedores, este nuevo vehiculo de pildoras semisélidas es compatible con las toxinas
mas utilizadas para las infestaciones de roedores domésticos, como demuestra claramente la elevada aceptacion
voluntaria de la warfarina (Lim G., 2017) (Fig. 6). Los roedores mostraron un mal estado de salud y signos evidentes de
toxicidad desde el dia 4 post-administracion y se les aplicd la eutanasia en el dia 8 en relacion con los signos criticos de
enfermedad (por ejemplo, hemorragia), de acuerdo con las directrices de buenas practicas establecidas por la directiva
de la Comunidad Europea (2010/63/UE). En oposicion al comportamiento neofébico de los roedores de laboratorio ante
un objeto nuevo, los roedores salvajes muestran una demanda innata de alimento y habilidades de cazador que eluden
la fase de preentrenamiento necesaria para la experimentacién en laboratorio. Considerando el vehiculo semisdlido de
facil consumo voluntario por los roedores, esta féormula es adecuada para cebos téxicos domésticos.

Dado que el estrés puede afectar a casi todos los mecanismos homeostaticos del organismo, incluido el control del peso
corporal y el consumo de agua y alimentos, es necesario vigilar cuidadosamente los signos clinicos de bienestar animal
a lo largo de todo el protocolo de experimentacion preclinica. Se demuestran en la presente pruebas experimentales
solidas sobre el fenotipo libre de estrés de los roedores tras un régimen crénico de pildoras semisolidas, a saber: i)
consumo regular de comida/agua y curva de velocidad de crecimiento normal (Fig 7); ii) fenotipo conductual
exploratorio/de locomocién normal en una bateria de pruebas conductuales relacionadas con el estrés (Fig 8) v iii)
ausencia de lecturas tipicas relacionadas con el estrés como pelaje alterado/pelo erizado, marcha o postura anormal o
anillos de porfirina alrededor de los ojos. Ademas, la administracion de pildoras semisdlidas elude el aumento de los
niveles plasmaticos de corticosterona (una hormona relacionada con el estrés) que suele observarse tras el protocolo de
alimentacién por sonda (Fig. 9), lo que corrobora la naturaleza libre de estrés de la presente invencion.

Ademas, la presente invencion permite la conservacion de varios parametros fisiolégicos que son primordiales para los
ensayos preclinicos dentro del proceso de descubrimiento de farmacos. La administracion cronica de pildoras semisolidas
mantiene la motilidad normal del ileon (Fig. 10), un aspecto importante para los estudios de farmacocinética de farmacos
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orales. Ademas, preserva el perfil glucémicol/lipidico sérico, la histologia/funcion hepatica y renal, lo que apunta a una
homeostasis metabdlica (Fig 11, 12). En conjunto, estas caracteristicas garantizan la seguridad de la pildora semisdlida.

Para seguir valorando la idoneidad de la formulacidén en pildora semisélida en modelos experimentales de enfermedad,
se realizd una administracién crénica en pildora semisélida en un entorno de intoxicacién por cuprizona (CPZ) (0,2% en
agua potable) durante 35 dias (5 semanas), un modelo bien validado de desmielinizacién que imita varias caracteristicas
de la esclerosis multiple (Norkute et al. 2009; Yamamoto et al. 2014) . Este modelo se eligid teniendo en cuenta los déficits
cognitivos y motores que podrian comprometer gravemente |la fase de aprendizaje previa al entrenamiento, las habilidades
motoras y la aceptacidon a largo plazo (Austen, Strickland y Sanderson 2016). Los datos representados en la figura 13
muestran claramente que los sujetos intoxicados con CPZ (grupo del modelo animal de EM) presentan un "indice de
aceptacion voluntaria” similar al del grupo de control. Ademas, la administracion crénica de pastillas semisélidas también
proporciona un patrén similar de evolucion del peso corporal entre los sujetos experimentales sanos y enfermos (Fig 14),
lo que refuerza su potencial aplicabilidad en ensayos preclinicos de desarrollo de farmacos.

Para evaluar la eficacia del "indice de aceptacidn voluntaria" en roedores de este nuevo vehiculo portador de un agente
farmacoldgico, se seleccioné el farmaco antidiabético sitagliptina -un inhibidor de la dipeptidil peptidasa (DPPIV) IV- por
sus propiedades anorexigénicas y de induccién de nauseas, que son efectos secundarios desafiantes para el consumo
crénico de comprimidos semisdlidos (Webb et al. 2017). Se incorporé sitagliptina (50mg/Kg de peso corporal) en
comprimidos semisélidos y se administré diariamente a un tercer lote de animales intoxicados con CPZ (n=8). El tiempo
dedicado al consumo voluntario fue inferior a 3 minutos (Fig. 13), también dentro del "indice de aceptacion voluntaria”
preferido (Thombre &amp; Kasraian 2003).

Para aportar pruebas indubitadas de la eficacia de los comprimidos semisolidos en cuanto al suministro/accién del
farmaco, se valoré la concentracion plasmatica de estigaliptina 2 horas después de la dosis (50mg/Kg de peso corporal)
y se comparé con el protocolo de alimentacidén por sonda. Sorprendentemente, se obtuvieron resultados similares cuando
se utilizaron ambas metodologias, lo que demuestra la eficacia de esta nueva invencion en el suministro de compuestos
bioactivos (Fig. 15). Ademas, esta nueva conformacion es inequivocamente eficaz en la administracion de compuestos
bioactivos en el torrente sanguineo de los roedores y su posterior efecto farmacoloégico, teniendo en cuenta los datos de
concentracion plasmatica de sitagliptina y la fuerte disminucién (= 80-90%) de la actividad DPPIV (Fig 16).

La metodologia de pastillas semisdlidas propuesta en la presente es reproducible, con resultados similares obtenidos en
5 lotes adicionales de machos C57BL/6 (n=8/cada uno) y 2 lotes de hembras C57BL/6 (n=8/cada uno), en un total de 56
sujetos experimentales. En dos lotes de machos C57BL/6, la aceptacién voluntaria se mantuvo constante hasta el dia 50,
lo que sugiere que esta formulacién puede administrarse durante periodos mas largos de tratamientos crénicos con
compuestos bioactivos.

Los datos recogidos en los estudios ejemplares presentados en la presente y descritos en los Ejemplos y Figuras indican
que la invencidén puede proporcionar un método valioso para ensayos farmacoldgicos y toxicolégicos preclinicos en
roedores de experimentacion. Ademas, la presente invencién proporciona una nueva alternativa para los cebos téxicos
domésticos.

Los experimentos realizados en apoyo de esta invencién se llevaron a cabo con ratones C57BL/6 y ratas Wistar que se
utilizan habitualmente para estudios biomédicos. Por ejemplo, los ratones C57BL/6 muestran una estrecha relacion
genética con los humanos y su genoma se modifica facilmente para estudiar enfermedades humanas. De hecho, debido
a la disponibilidad de cepas congénitas, la facilidad de cria, la robustez y la reproducibilidad, el ratdén C57BL/6 es, con
diferencia, el roedor de laboratorio mas popular. El alojamiento de los animales y la experimentacion se realizaron en el
animalario del Instituto Coimbra de Investigacién Clinica y Biomédica de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Coimbra, en condiciones de ambiente controlado [horario de luz/oscuridad de 12 h a temperatura ambiente (2311 °C), con
comida y agua ad libitum] y en estricta conformidad con la directiva de la Comunidad Europea (2010/63/UE).

Por lo tanto, se divulga en la presente una formulacion en pildora semisélida para la administracion oral voluntaria de
compuestos bioactivos a roedores, en la que dicha formulacion comprende un edulcorante no digerible, un agente
espesante, un agente diluyente, un agente enmascarador del sabor y el compuesto bioactivo que se va a administrar. La
formulacién puede comprender ademas conservantes.

En el contexto de la presente solicitud de patente, se entiende por "edulcorante no digerible" o "azucar no digerible" un
edulcorante apto para roedores que no es absorbido por el sistema digestivo del animal, por o que no afecta a su
metabolismo. Ejemplos adecuados de edulcorantes no digeribles son la sacarina célcica y la sucralosa.

En el contexto de la presente solicitud de patente, se entiende por "agente espesante” o "agente gelificante” una sustancia
apta para roedores que aumenta la viscosidad de la formulacién sin interactuar ni alterar las propiedades del compuesto
bioactivo que se va a administrar. Ejemplos adecuados de agentes espesantes son la gelatina, el agar, la carragenina, el
alginato soédico y la pectina.

En el contexto de la presente solicitud de patente, se entiende por "agente diluyente" un polvo inerte y no toxico, fisicay
quimicamente estable por si mismo o en combinacién con compuestos bioactivos, que actlia como relleno mejorando
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tanto la uniformidad/cohesién del contenido del comprimido como la aceptacion voluntaria por parte de los roedores debido
a sus agradables propiedades organolépticas (por ejemplo, efecto frio no pegajoso, potenciador del sabor). Ejemplos
adecuados de agentes diluyentes son polvos con una granulometria entre 300 y 800pm obtenidos a partir de semillas,
granos de cereales o dietas estandar para roedores a base de granos de cereales disponibles en el mercado. Las
composiciones tipicas se basan en soja tostada extraida sin cascara, aceite de soja, trigo, cebada, harina de trigo,
concentrado de proteina de soja, suero de leche en polvo, aminoacidos, vitaminas, microminerales, macrominerales, entre
otros.

En el contexto de la presente solicitud de patente, se entiende por "compuesto bioactivo" una sustancia quimica (o una
mezcla de sustancias quimicas), normalmente derivada de i) una fuente natural (organismos vivos como plantas, animales
y/o microorganismos),ii) sintesis quimica o ii) fuentes biotecnoldgicas, que es farmacolégicamente activa [por ejemplo,
principios farmacéuticos activos (API), toxinas, biomasas vegetales] cuando se administra por via oral.

Tabla 1. Férmula en pastillas semisolidas
FORMULA PORCENTAJE

i) Edulcorante no digerible

Ejemplos (uno de los siguientes) :
* Sacarina calcica 0.1-0.25% m/v
* Sucralosa 1-5% miv

ii) Agente espesante

Ejemplos (uno de los siguientes):

* Gelatina (de origen vegetal o animal) 5-20% miv

e Agar 1-5% miv

¢ Carragenano 0.02-3% miv
¢ Algenato sédico 0.7-2% miv
* Pectina 0.5-5%

iii) Agente diluyente

Ejemplos (uno de los siguientes) : 15-30% m/iv
* Semillas (p. €j., girasol, alpiste) 15-30% m/iv

* Dieta estandar a base de cereales para roedores
(Granulometria preferida 300-800um)

iv) Agente enmascarador del sabor

* Esencia aromatizante segun sea necesario)

v) Conservantes/estabilizantes segun sea necesario)

inal deseado)

(
(
vi) Agua (seguln sea necesario para el volumen
fi
(

vii) Compuestos bioactivos segun sea necesario)

Tabla 2. Composicidon nutricional en pildora semisoélida (composicion del vehiculo estandar: gelatina de piel porcina 10%
m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores a base de cereales 15%;
composicion del vehiculo baja en proteinas: Agar 2% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/, dieta
estandar para roedores a base de cereales 15%) .

Pildora semisdlida |g/Pildora semisoélida Kcal/Pildora semisélida
Proteina 0,0202 0,0807
FORMULA ESTANDAR Grasa 0.0004 00041
Carbohidratos 0,0080 0,0320
Calorias totales - 0,1169
Proteina 0,0029 0,0116
Grasa 0,0004 0,0040
Carbohidratos 0,0095 0,0381
FORMULA BAJA EN PROTEINAS Calorias totales - 0,0538
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EJEMPLOS

La invencién se ilustrara ahora en los siguientes ejemplos no limitativos que son ilustrativos de la invencion pero que no
pretenden limitar el alcance de la misma.

Ejemplo 1

Una mezcla de agar (1,5% m/v), gelatina de origen vegetal (5% m/v) y solucidn de sacarina calcica (0,15% m/iv) se
sumergen en un bafio de agua (35-40°C). Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de manzana (1% v/v), pipas de
girasol (20% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato sodico (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita
5 minutos para que se mezcle bien. Rosuvastatina 5mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de
24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. La placa se cubre con una
tapay la pildora semisdlida adquiere la textura semisélida en 30 minutos a 4°C.

Ejemplo 2

Se sumerge una mezcla de agar (2% m/v) y solucion de sucralosa (1% m/v) en un bafio de agua (35-40°C). Se afiaden a
la mezcla esencia aromatizante de vainilla (1% v/v), dieta estandar a base de granos de cereales para roedores (20%
m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato de sodio (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita durante 5
minutos para una mezcla adecuada. Atorvastatina Smg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de
24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. El plato se cubre con una
tapay la pildora semisolida adquiere la textura semisélida en 10 minutos a 4°C. En la que la dieta estandar para roedores
a base de cereales comprende harina de soja descascarillada, harina de trigo, maiz en copos, maiz molido, harina de
pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de leche deshidratado, aceite de soja y levadura de cerveza deshidratada.

Ejemplo 3

Se sumerge una mezcla de pectina (1% m/v), agar (1% m/v) y solucién de sucralosa (1,5% m/v) en un bafio de agua (35-
40°C). Se afladen a la mezcla esencia aromatizante de arandano (1% v/v), alpiste (30% m/v), acido fumarico (2,5% m/v),
citrato sddico (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita 5 minutos para que se mezcle bien. La
bromadiolona (0,5 mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo
(con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. La placa se cubre con una tapa y la pildora semisélida
adquiere la textura semisdlida en 30 minutos a 4°C.

Ejemplo 4

Se sumerge en un bafio de agua (35-40°C) una mezcla de gelatina de piel porcina (7,5% m/v), pectina (1% m/v) y una
solucion de sucralosa (2% m/v). Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (8% v/v), dieta estandar a base
de granos de cereales para roedores (20% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato de sodio (1,2% miv) y
metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita durante 5 minutos para una mezcla adecuada. La sitagliptina (50mg/Kg
de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con
el volumen deseado de vehiculo. El plato se cubre con una tapa y la pildora semisélida adquiere la textura semisélida en
30 minutos a 4°C. En la que la dieta estandar para roedores a base de cereales comprende harina de soja descascarillada,
harina de trigo, maiz en copos, maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de leche
deshidratado, aceite de soja y levadura de cerveza deshidratada.

Ejemplo 5

Una mezcla de gelatina de origen vegetal (20% m/v) y una solucién de sucralosa (1% m/v) se sumergen en un bafio de
agua (35-40°C). Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (1% v/v), dieta estandar a base de granos de
cereales para roedores (20% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato de sodio (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1,
0,05% viv) y se agita durante 5 minutos para una mezcla adecuada. Fluoxetina 2,6 mg/Kg de peso corporal) se transfiere
a cada pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo.
El plato se cubre con una tapa y la pildora semisélida adquiere la textura semisdlida en 30 minutos a 4°C. En la que la
dieta estandar para roedores a base de cereales comprende harina de soja descascarillada, harina de trigo, maiz en
copos, maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de leche deshidratado, aceite de soja y
levadura de cerveza deshidratada.

Ejemplo 6

Se sumerge en un bafio de agua (35-40°C) una mezcla de gelatina de piel bovina (10% m/v), agar (1% m/v) y una solucion
de sucralosa (1% m/v). Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de arandano (1% v/v), semillas de girasol (20% m/v),
acido fumarico (2,5% m/v), citrato sddico (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita 5 minutos para
mezclar bien. Prednisolona 10mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo
redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. La placa se cubre con una tapa y la pildora
semisdlida adquiere la textura semisdlida en 30 minutos a 4°C.
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Ejemplo 7

Una mezcla de solucién de carragenina (0,1% m/v) y sacarina célcica (0,15% m/v) se sumerge en un bafio de agua (35-
40°C). Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (1% v/v), dieta estandar a base de granos de cereales
para roedores (30% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato de sodio (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v)
y se agita durante 5 minutos para una mezcla adecuada. La biomasa de hojas de arandano (1,6 g/Kg de peso corporal)
se transfiere a cada pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado
de vehiculo. El plato se cubre con una tapay la pildora semisoélida adquiere la textura semisdlida en 30 minutos a 4°C. En
la que la dieta estandar para roedores a base de cereales comprende harina de soja descascarillada, harina de trigo, maiz
en copos, maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de leche deshidratado, aceite de soja y
levadura de cerveza deshidratada.

Ejemplo 8

Se sumerge una mezcla de solucidn de alginato de sodio (1% m/v) y sucralosa (1,5% m/v) en un bafio de agua (35-40°C).
Se afladen a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (8% v/v), dieta estandar a base de granos de cereales para
roedores (30% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato de sodio (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% viv) y se
agita durante 5 minutos para una mezcla adecuada. La sertralina (5 mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo
de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. El plato se
cubre con unatapay la pildora semisélida adquiere la textura semisdlida en 30 minutos a 4°C. En la que |la dieta estandar
para roedores a base de cereales comprende harina de soja descascarillada, harina de trigo, maiz en copos, maiz molido,
harina de pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de leche deshidratado, aceite de soja y levadura de cerveza
deshidratada.

Ejemplo 9

Una mezcla de gelatina de piel bovina (10% m/v), alginato de sodio (1% m/v) y una solucion de sucralosa (1% m/iv) se
sumergen en un bafio de agua (35-40°C). Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (1% v/v), semillas de
girasol (20% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato sodico (1,2% m/v) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita
5 minutos para mezclar bien. La warfarina (80mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de 24/96
pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. La placa se cubre con una tapay
la pildora semisélida adquiere la textura semisélida en 30 minutos a 4°C.

Ejemplo 10

Una mezcla de gelatina de piel de bovino (20% m/v) y una solucidn de sucralosa (1% m/v) se sumergen en un bafio maria
(35-40°C) . Se afiaden a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (1% v/v), alpiste (20% m/v), acido fumarico (2,5%
m/v), citrato sédico (1,2% m/iv) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v) y se agita 5 minutos para que se mezcle bien.
Metformina 100mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo (con
tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. La placa se cubre con una tapa y la pildora semisdlida adquiere
la textura semisélida en 30 minutos a 4°C.

Ejemplo 11

Una mezcla de gelatina de piel de bovino (20% m/v) y una solucidn de sucralosa (1% m/v) se sumergen en un bafio maria
(35-40°C) . Se afladen a la mezcla esencia aromatizante de vainilla (1% v/v), dieta estandar a base de granos de cereales
para roedores (20% m/v), acido fumarico (2,5% m/v), citrato de sodio (1,2% m/iv) y metil/propilparabeno (2:1, 0,05% v/v)
y se agita durante 5 minutos para una mezcla adecuada. Capsaicina 0,1mg/Kg de peso corporal) se transfiere a cada
pozo de una placa de 24/96 pocillos de fondo redondo (con tapa) y se mezcla con el volumen deseado de vehiculo. El
plato se cubre con una tapay la pildora semisdlida adquiere la textura semisdlida en 30 minutos a 4°C. En la que la dieta
estandar para roedores a base de cereales comprende harina de soja descascarillada, harina de trigo, maiz en copos,
maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de leche deshidratado, aceite de soja y levadura de
cerveza deshidratada.

A continuacion se describen varias caracteristicas que pueden utilizarse independientemente unas de otras o con
cualquier combinacidn de las demés. Sin embargo, cualquier caracteristica individual podria no abordar ninguno de los
problemas discutidos anteriormente o podria abordar sélo uno de los problemas discutidos anteriormente. Es posible que
algunos de los problemas comentados anteriormente no se aborden en su totalidad con ninguna de las caracteristicas
descritas en la presente. Aunque se proporcionan encabezamientos, la informacion relacionada con un encabezamiento
concreto, pero que no se encuentra en la seccién que tiene ese encabezamiento, también puede encontrarse en otras
partes de la especificacion.

Breve descripcion de las figuras

Para facilitar la comprension de la presente solicitud, en el anexo se adjuntan figuras que representan las formas de
realizacién preferidas que, no obstante, no pretenden limitar la técnica divulgada en la presente.
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La figura 1 muestra el indice de aceptacién voluntaria de la formula del arte previo (Zhang et al.) frente a la férmula de la
presente invencién (composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de
fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores a base de cereales 15%). Los datos se presentan como media + E.S.M. (n= 6-
8 grupo experimental).

La figura 2 muestra la turbidez de los vehiculos semisdlidos a lo largo del tiempo. La luz transmitida, valorada mediante
espectrofotometria, se utilizdé como lectura de la estabilidad quimica bajo almacenamiento a temperatura ambiente o a
4°C. Composicion del vehiculo estandar: gelatina de piel porcina 20% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa
8% vlv, dieta estandar a base de cereales para roedores 15% y conservantes [acido tartarico (E334) y citrato de sodio
(E331) afiadidos segun las recomendaciones de dosificacion de la EMA].

La figura 3 ilustra el montaje para la administracién de pildoras semisélidas.

La figura 4 muestra la aceptacién del vehiculo para pildoras semisdlidas a lo largo del tiempo en roedores sanos (A:
Ratones C57BL/6, B: Ratas Wistar). Composicién del vehiculo estandar: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%,
esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores a base de cereales 15%; Composicién del vehiculo
baja en proteinas: Agar 2% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores 15%).
Los datos se presentan como media = E.S.M. (n=6-8 grupo experimental).

La figura 5 muestra la aceptacién del vehiculo en forma de pildora semisélida portadora de compuestos bioactivos a lo
largo del tiempo en ratones C57BL/6 sanos (Composicién del vehiculo: descrita en Ejemplos, seccion 3.3). Los datos se
presentan como media + E.S.M. (n= 6-8 grupo experimental).

La figura 6 muestra la aceptacion del vehiculo de la pildora semisdlida portadora de Warfarina (80mg/Kg de peso corporal),
un rodenticida en ratones C57BL/6 sanos (Composicién del vehiculo: descrita en Ejemplos, seccidén 3.3). Los datos se
presentan como media + E.S.M. (n= 6-8 grupo experimental).

La figura 7 muestra la evolucidon del peso corporal tras la administracién crénica de una pildora semisélida con vehiculo
(composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta
estandar para roedores a base de cereales 15%). Los datos se presentan como media + E.S.M. (h= 6-8 grupo
experimental).

La figura 8 muestra las pruebas de comportamiento para determinar los parametros relacionados con el estrés tras la
administracién crénica de la pildora semisélida con vehiculo (35 dias consecutivos). Campo abierto para los habitos de
exploracion, Laberinto Elevado Plus para los parametros de ansiedad, Laberinto Y para la disposicién a explorar nuevos
entornos y Prueba Splash para el autocuidado y la motivacién. (Composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10%
m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar a base de cereales para roedores 15%). Los
datos se presentan como media = E.S.M. (n= 11-12 grupo experimental).

La figura 9 muestra la concentracion plasmatica de corticosterona 30 minutos después de una Unica administracién de
vehiculo por sonda forzada frente al consumo voluntario de vehiculo semisélido (composicién del vehiculo: gelatina de
piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores 15%). Los datos
se presentan como media £ E.S.M. (n= 5-7 grupo experimental. ANOVA de una via, ** P&lt;0,01 frente a control, ##
P&lt;0,01 frente a vehiculo).

La figura 10 muestra la contractilidad del ileon tras la administracion cronica de la pildora semisadlida con vehiculo (35 dias
consecutivos. Composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa
8% vlv, dieta estandar a base de cereales para roedores 15%). Los datos se presentan como media £ E.S.M. (n= 6-8
grupo experimental).

La figura 11 ilustra la tincidn con hematoxilina y eosina (aumento de 10x) de secciones de higado y rifién tras la
administracién cronica de pildoras semisdlidas con vehiculo ((35 dias consecutivos. Composicidén del vehiculo: gelatina
de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar a base de cereales para
roedores 15%).

La figura 12 muestra el perfil metabdlico y los marcadores bioquimicos de la funcidn hepatica y renal tras la administracion
cronica del vehiculo (35 dias consecutivos). HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; ALT,
alanina transaminasa; AST, aspartato transaminasa. (Composicidn del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v,
sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar a base de cereales para roedores 15%). Los datos
se presentan como media = E.S.M. (n= 6-8 grupo experimental).

La figura 13 muestra la aceptacién del vehiculo para pildoras semisélidas a lo largo del tiempo en un modelo experimental
de ratén de esclerosis multiple (composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia
aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores a base de cereales 15%). Los datos se presentan como media
+ E.S.M. (ANOVA unidireccional, *** P&It;0,001 frente al control, n= 6-8 grupo experimental).
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La figura 14 muestra la evolucién del peso corporal tras la administracion cronica de pastillas semisélidas en un modelo
experimental de ratén de esclerosis multiple (composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%,
esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta estandar para roedores a base de cereales 15%). Los datos se presentan
como media + E.S.M.

La figura 15 ilustra la concentracién plasmatica de sitagliptina (HPLC/UV) tras la administracion de sitagliptina (50mg/Kg,
una vez) por sonda o consumo voluntario de vehiculo semisélido Los datos se presentan como media + E.S.M. (n= 5-6
grupo experimental). (Composicién del vehiculo: gelatina de piel porcina 10% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante
de fresa 8% v/v, dieta estandar a base de cereales para roedores 15%).

La figura 16 muestra la eficacia in vivo del farmaco tras la administracion de sitagliptina (50mg/Kg, una vez) por sonda o
mediante pildora semisdlida. Se midio la actividad DPPIV plasmatica para valorar la accién farmacoldgica de la sitagliptina
(Composicion del vehiculo: gelatina de piel porcina 2% m/v, sucralosa 2%, esencia aromatizante de fresa 8% v/v, dieta
estandar para roedores a base de cereales 15%). Los datos se presentan como media £ E.S.M. (ANOVA unidireccional,
e P&It;0,0001 frente al control, n= 6-8 grupo experimental).

Descripcion de las realizaciones

A continuacién, se describiran en detalle las realizaciones preferidas de la presente solicitud. Sin embargo, no pretenden
limitar el alcance de esta solicitud.

Se divulga en la presente una formulacién en pildora semisdlida para la administracién oral voluntaria de compuestos
bioactivos a roedores, en la que dicha formulacion comprende:

° al menos un agente espesante, en donde dicho agente espesante se selecciona entre gelatina, agar,
carragenano, alginato sodico y pectina;

° un edulcorante digerible, en donde el edulcorante digerible se selecciona entre la sucralosa y la sacarina calcica;
° un agente diluyente, en donde el agente diluyente es un polvo con una granulometria entre 300 y 800 pm,

obtenido a partir de semillas finamente molidas, granos de cereales o dieta a base de granos de cereales para roedores,
en una concentracion entre 10y 30% m/v;

° al menos un agente enmascarador del sabor;
° un compuesto bioactivo.

En una realizacién, las semillas finamente molidas se seleccionan entre al menos una de girasol y alpiste.

En una realizacién, la dieta para roedores a base de granos de cereales finamente molidos comprende al menos una de
harina de soja descascarillada, sémola de trigo, maiz en hojuelas, maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo
molido, suero desecado, aceite de soja y levadura seca de cerveza.

En una realizacion, la formulacidon comprende ademas un conservador.

En una realizacion, el agente espesante es gelatina en una concentracion entre 5y 20% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es agar en una concentracién entre 1y 5% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es carragenina en una concentracién entre 0,02 y 3% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es alginato sédico en una concentracién entre 0,7 y 2% m/v.

En otra realizacion, el agente espesante es pectina en una concentracién entre 0,5y 5% miv.

En una realizacion, el edulcorante no digerible es sucralosa en una concentracién entre 1y 5% m/v.

En otra realizacion, el edulcorante no digerible es sacarina calcica en una concentracién entre 0,1y 0,25% m/v.

En una realizacion, el agente enmascarador del sabor se selecciona entre vainilla, fresa, arandano y chocolate.

En una realizacién, la formulacién de la presente solicitud de patente es para su uso en la administracién oral de farmacos
y compuestos bioactivos a roedores.

En otra realizacién, la formulacion de la presente solicitud de patente se utiliza en métodos de cribado toxicoldgico de
roedores.

En otra realizacién, la formulacién de la presente solicitud de patente se utiliza en la produccion de cebos téxicos para
roedores.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacidn en pildora semisélida para la administracidon oral voluntaria de compuestos bioactivos a roedores que
comprende:

- al menos un agente espesante, en donde dicho agente espesante se selecciona entre gelatina, agar, carragenano,
alginato sédico y pectina;

- un edulcorante digerible, en donde el edulcorante digerible se selecciona entre la sucralosa y la sacarina calcica,

- un agente diluyente, en el que el agente diluyente es un polvo con una granulometria entre 300 y 800um en una
concentracion entre 10 y 30% m/v, en el que el polvo se selecciona entre semillas finamente molidas, granos de cereales
o dieta para roedores a base de granos de cereales finamente molidos

- al menos un agente enmascarador del sabor;

- un compuesto bioactivo.

2. La formulacién en pildora semisélida de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que las semillas finamente molidas se
seleccionan entre al menos una de las semillas de girasol y las semillas de alpiste.

3. La formulacién en pildora semisdlida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la dieta para
roedores a base de grano de cereal finamente molido comprende al menos una de las siguientes harinas: harina de soja
descascarillada, harina de trigo, maiz en copos, maiz molido, harina de pescado, melaza de cafia, trigo molido, suero de
leche deshidratado, aceite de soja y levadura de cerveza deshidratada.

4. La formulacion en comprimidos semisdlidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la
formulacién en comprimidos semisdlidos comprende ademas un conservante.

5. La formulacién de comprimidos semisdlidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el agente
espesante es gelatina en una concentracion entre 5y 20% miv.

6. La formulacién de comprimidos semisdlidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el agente
espesante es agar en una concentracion entre 1y 5% m/v.

7. La formulacién de comprimidos semisélidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el agente
espesante es carragenano en una concentracién entre 0,02y 3% miv.

8. La formulacién de comprimidos semisdlidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el agente
espesante es alginato sddico en una concentracion entre 0,7 y 2% m/v.

9. La formulacion de pildoras semisélidas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el agente
espesante es pectina en una concentracion entre 0,5y 5% miv.

10. La formulacién de comprimidos semisélidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el
edulcorante no digerible es sucralosa en una concentracién entre 1y 5% m/v.

11. La formulacién de comprimidos semisélidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en la que el
edulcorante no digerible es sacarina calcica en una concentracién entre 0,1y 0,25% m/v.

12. La formulacién de pildoras semisoélidas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que el agente
enmascarador del sabor se selecciona entre vainilla, fresa, arandano y chocolate.

13. La formulacion de pildoras semisélidas descrita en las reivindicaciones 1-12, para su uso en la administracion oral de
farmacos y compuestos bioactivos a roedores.

14. La formulacion en pildora semisélida descrita en las reivindicaciones 1-12, para su uso en métodos de cribado
toxicologico de roedores.

15. La formulacion en pildora semisolida descrita en las reivindicaciones 1-12, para su uso en la produccion de cebos
tdxicos para roedores.
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