ES 2 342 588 B2

OFICINA ESPANOLA DE

@ Numero de publicacién: 2 342 588

PATENTES Y MARCAS @ Numero de solicitud: 200803136
@ Int. Cl.:
ESPANA A61K 9/51 (2006.01)
A61K 47/36 (2006.01)
A61K 47/18 (2006.01)
@ PATENTE DE INVENCION CON EXAMEN PREVIO

@ Fecha de presentacion: 28.10.2008

Fecha de publicacién de la solicitud: 08.07.2010
Fecha de la concesion: 28.02.2011
Fecha de modificacion de las reivindicaciones:
05.10.2010

Fecha de anuncio de la concesiéon: 10.03.2011

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
10.03.2011

@ Titular/es:
Universidade de Santiago de Compostela
Edificio CACTUS - Campus Sur
15782 Santiago de Compostela, A Coruia, ES

@ Inventor/es: Parraga Meneses, Jenny;
Konat Zorzi, Giovanni;
Seijo Rey, Begoia y
Sanchez Barreiro, Alejandro

Agente: No consta

Titulo: Sistemas nanoparticulares elaborados a base de polimeros anidnicos.

@ Resumen:

Sistemas nanoparticulares elaborados a base de polime-
ros anionicos.

La presente invencion se refiere a un sistema para la ad-
ministracién de ingredientes activos, que comprende na-
noparticulas con un tamafo medio inferior a 1 micrémetro,
que comprenden a su vez: (a) al menos un polimero anié6-
nico; (b) un agente reticulante cationico; y opcionalmente
(c) un polimero catiénico; caracterizado porque las nano-
particulas se encuentran entrecruzadas mediante interac-
ciones de tipo electrostatico. Adicionalmente, la invencién
se refiere a composiciones farmacéuticas, cosméticas, de
higiene personal y nutricionales que comprenden dicho
sistema de nanoparticulas, asi como a procedimientos
para su preparacion y usos del mismo.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 342 588 B2

DESCRIPCION

Sistemas nanoparticulares elaborados a base de polimeros aniénicos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al desarrollo de sistemas nanoparticulares ttiles en la administracién de ingre-
dientes activos. Mas especificamente, la invencion se refiere a sistemas nanoparticulares que comprenden un polimero
o una mezcla de polimeros dotados de carga eléctrica negativa y una molécula o mezcla de moléculas de bajo peso
molecular de carga positiva capaces de actuar como reticulantes i6énicos de los polimeros anteriores sin establecer
enlaces quimicos con los mismos. Adicionalmente, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas, cosméticas
y nutricionales que los comprenden, asi como a procedimientos para su preparacion.

Antecedentes de la invencion

La nanotecnologia en general y, mds concretamente, los sistemas nanoparticulares, presentan un enorme potencial
claramente reconocido en numerosos campos (UNESCO, The ethics and politics of nanotechnology, Divisién of Et-
hics of Science and Technology, UNESCO Ed., Paris, 2006), habiendo despertado un gran interés sobre todo en el
campo biomédico (U.S. Food and Drug Administration. Nanotechnology, A Report of the U.S. Food and Drug Admi-
nistration Nanotechnology Task Forcé, FDA Ed., Rockville, MD, July 2007), (OMS, Initiative for Vaccine Research of
the Department of Immunization, Vaccines and Biologicals, WHO/IVB/06.03, WHO Ed., Geneva, Switzerland, April
2006). A pesar de lo anteriormente mencionado, los sistemas nanoparticulares desarrollados hasta la fecha no han dado
respuesta a las expectativas inicialmente depositadas en ellos. En consecuencia, la idea general es que es necesario el
desarrollo de nuevos sistemas capaces de alcanzar el reto que supone el adecuado aprovechamiento de su reconocido
potencial (M. Friede and M.T. Aguado, Advanced Drug Delivery Reviews, 57, 2005, 325-31); (T.G. Park, J.H. Jeong,
S.W. Kim, Advanced Drug Delivery Reviews, 58, 2006, 467-486).

Las causas de las limitaciones anteriormente expuestas son diversas. Considerando el caso concreto de las nano-
particulas a base de quitosano, polimero citado ampliamente en la literatura como indispensable para la formacién de
las mismas por reticulacién idnica, recientemente se ha hecho alusién a la ausencia de valor afladido de este tipo de
sistemas en comparacién con formulaciones mds sencillas. Concretamente, los resultados que presentan algunos tra-
bajos cuestionan la pretendida versatilidad y potencial de las nanoparticulas de quitosano, al no encontrar diferencias
significativas en su comparacién con simples disoluciones de la molécula bioactiva y dicho polimero (A. M. Dyer,
M. Hinchcliffe, P. Watts, J. Castile, I. Jabbal-Gill, R. Nankervis, A. Smith, and L. Illum, Pharm. Res., 19, 2002, 998-
1008). Por otro lado, recientemente se ha sefialado la citotoxicidad asociada a dichas nanoparticulas de quitosano,
que se ha relacionado directamente con la carga eléctrica superficial de estos sistemas (B. Loretz and A. Bernkop-
Schniirch, Nanotoxicology, 1, 2007, 139-148). Este tipo de resultados de toxicidad preocupan especialmente a agen-
cias regulatorias como la FDA, la cual cree importante no perder de vista aspectos como la importante carga positiva
asociada a algunos sistemas nanoparticulares (U.S. Food and Drug Administration. Nanotechnology, A Report of the
U.S. Food and Drug Administration Nanotechnology Task Forcé, FDA Ed., Rockville, MD, July 2007). Es obvio, no
obstante, que las ventajas o limitaciones de un sistema nanoparticular no se derivan exclusivamente de una tnica ca-
racteristica como su carga superficial, sino mas bien de un conjunto de caracteristicas entre las que, ademds de la carga
superficial, también hay que tener en cuenta la propia naturaleza de los componentes empleados en la elaboracién de
dichas nanoparticulas. Como ejemplo ilustrativo podemos recordar que el cardcter mucoadhesivo y la capacidad de
interaccién con las superficies mucosas de nanoparticulas elaboradas a base de un polimero como el quitosano, han
sido exclusivamente relacionados con la naturaleza catidnica de este polimero y la carga superficial positiva de los sis-
temas que se basan en su empleo. No obstante, la carga superficial no se puede considerar el tnico factor responsable
de tal comportamiento o propiedades, habida cuenta de que no se observan en igual medida cuando se emplean otros
polimeros también catidnicos. De hecho, en un estudio previo se ha podido demostrar cémo sistemas nanoparticulares
recubiertos con polimeros catiénicos como la polilisina y el quitosano presentan comportamientos drasticamente di-
ferentes tras su administracion in vivo, pese a poseer carga neta superficial similar (Calvo P, Vila-Jato JL and Alonso
MJ; Int J Pharm., 153, 1997, 41-50). Por tanto, parece 16gico pensar que la propia naturaleza de los componentes de
este tipo de sistemas nanoparticulares, junto con sus caracteristicas fisico-quimicas, son determinantes de su compor-
tamiento y, en consecuencia, de su potencial, tal y como ha sido recientemente indicado (Moreau et al., Journal of
Drug Targeting, 10, 2002,161-173).

Consideraciones como las anteriormente expuestas han llevado recientemente a sugerir el interés de investigar la
aplicacién de nanotecnologias a nuevos materiales y desarrollar, de este modo, nuevos sistemas nanoparticulares (U.S.
Food and Drug Administration, FDA Consumer magazine, FDA Ed., November-December 2005 Issue, 2005). Este
interés se hace mas patente en el caso de nanosistemas destinados a administracién sistémica, donde los problemas
de toxicidad y/o efectos adversos o no deseados asociados a la carga superficial o las caracteristicas propias de los
materiales empleados hasta ahora en su desarrollo, cobran especial importancia. De hecho, aunque un sistema con
carga neta positiva pueda resultar de gran interés como vehiculo de administracion tépica, esa carga positiva también
puede suponer un problema cuando se administra por via sistémica ya que, sin duda, dard lugar a hemoaglutinacién
y otros efectos adversos relacionados con su interaccién con componentes naturales del organismo (Kainthan et al.,
Biomaterials 27, 2006, 5377-5390). Posiblemente por ello, diversos expertos en el campo de la terapia génica han
llegado incluso a predecir que el desarrollo de nuevos vehiculos es un campo de trabajo que se prolongara durante los
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proximos 35 afios (N. Blow, Nature, 450, 2007, 1117-1120), haciendo especial mencién de las limitaciones a las que
se ha hecho alusidn para el desarrollo de vehiculos de administracion sistémica.

Hasta el momento, se han empleado varios materiales para formular sistemas nanoparticulados, muchos de los
cuales han sido capaces de actuar como vehiculos de administracidon de farmacos o material genético. No obstante,
aunque en muchos casos se habla de sistemas de nanoparticulas, es necesario tener presente que bajo tal denomina-
cioén se pueden englobar dos tipos de sistemas claramente diferentes en cuanto a técnica de elaboracién, estructura,
capacidad de asociacion y liberacion de moléculas, versatilidad y potencial. Estos sistemas, claramente diferenciados
en la bibliografia (J.K. Vasir and V. Labhasetwar, Expert Opinion on Drug Delivery, 3, 2006, 325-344) (Q. Gana, T.
Wang, C. Cochrane, P. McCarron, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 44, 2005, 65-73), son los siguientes:

- Complejos nanoparticulares establecidos entre materiales cargados positivamente y una molécula bioactiva con
carga neta negativa, como un derivado de 4dcido nucleico. Por ejemplo, la elevada densidad de grupos amino presen-
tes en el esqueleto del quitosano permite la complejacién de plasmidos ADN, de carga negativa, dando lugar a la
formacién de forma espontdnea pero no controlada de complejos auto-ensamblados entre ambos componentes. Estos
complejos se obtienen sin poder controlar propiedades tan importantes como el tamafio o la carga superficial de los
mismos, ya que la formacién de este tipo de particulas se debe al mero tropismo que se establece entre dos moléculas
de carga opuesta. De hecho, sin la concurrencia de la molécula bioactiva de carga neta negativa no seria posible obte-
ner tales nanosistemas. Por consiguiente, no es posible desarrollar nanoparticulas de este tipo blancas o sin cargar con
dicha molécula.

- Nanoparticulas elaboradas a base de polimeros reticulados. La reticulacion es un proceso controlado que permite
la obtencién de nanoparticulas de tamafio y carga superficial predeterminadas, homogéneas, ajustables y reproducibles.
El proceso de reticulacién puede ser de tipo quimico o i6nico. El primero de dichos procesos se basa en la formacién
de enlaces covalentes estabilizantes debido al empleo de agentes del grupo de los aldehidos, que se caracterizan por su
toxicidad y por no ser aceptados para su empleo en humanos. Ademads, este tipo de agentes pueden dar lugar también
a la reticulacién e inactivacién de la propia molécula bioactiva que se pretende asociar al sistema, sobre todo si se trata
de moléculas con grupos amino, como en el caso de péptidos y proteinas. Todos estos problemas de los aldehidos y
agentes reticulantes quimicos se encuentran descritos en la literatura.

Por el contrario, la técnica de reticulacion idnica, también denominada de gelificacion idnica o ionotrdpica, se
caracteriza por su suavidad y por ser reversible. De modo tradicional esta técnica se ha desarrollado entre una ma-
cromolécula catiénica y un polianién, dando lugar a la formacién de sistemas que, a diferencia de los complejos, se
caracterizan por ser estructuras matriciales en las que la molécula bioactiva asociada se encuentra total o parcialmente
atrapada en el seno de la matriz polimérica constitutiva de las mismas y generada en el proceso de entrecruzamiento
ionotrépico. Esta matriz polimérica se obtiene como resultado de uniones idnicas inter- e intra-moleculares entre el
polianién y la macromolécula catiénica, que gelifica espontdneamente bajo forma nanoparticular. Este mecanismo de
formacién aporta, como valor afiadido con respecto a los complejos, una proteccion de la molécula bioactiva frente al
medio externo que no pueden aportar en igual medida aquellos. Consecuentemente, estamos ante una técnica rapida,
econdmica, ficilmente reproducible y escalable y que requiere de una tecnologia muy simple, aspectos todos ellos de
indudable interés para la industria.

La técnica de reticulacién idnica ha sido descrita para la formacién de nanoparticulas de quitosano, molécula
catiénica que se reticula con el polianién tripolifosfato. No obstante, las limitaciones anteriormente sefialadas para
este tipo de sistemas que incluyen en su composicion quitosano han llevado a diversos autores a desarrollar sistemas
en los que se combinan con quitosano diferentes macromoléculas anidnicas, como por ejemplo 4cido hialurénico, pero
que siempre han requerido de la presencia de quitosano para su formacion.

Otros materiales que también han sido utilizados en el estado de la técnica para la obtencién de sistemas de
nanoparticulas comprenden dextranos, carragenina y poliarginina.

Asi, los documentos W02005021044 y US20077155658 describen sistemas menores de 200 nm que necesitan en
una primera fase el empleo de carbohidratos capaces de complejar el material genético a asociar y, posteriormente, la
adicién de poliarginina.

Los documentos US 6,565,873 y US 7,053,034 describen nanoparticulas para cuya formacién se requiere la utili-
zacion de materiales grasos.

Los documentos US 2005/0266090 A1y US 2005/0008572 A1 describen la formacién de sistemas nicleo-cubierta
(“core-shell”, “Core-coat” o bien “onion-like”), constituidos por dos partes diferenciadas: un niicleo polimérico y una
corona polimérica de diferente composicién rodeando a dicho nticleo. Dichas estructuras son el resultado de aplicar
una técnica en la que los polimeros constitutivos son afiadidos de forma secuencial y en la que es preciso emplear,
entre otras, etapas de atomizacion de las soluciones (Propok et al., 2001; Prokop et al., 2002).

Por otra parte, las técnicas utilizadas para la formacién de nanoparticulas y sistemas nanoparticulados son en ge-
neral complejas y requieren composiciones determinadas que repercuten en las propiedades y caracteristicas de los
mismos. El documento WO 2001/9620698 A1 describe nanoparticulas obtenidas por una metodologia de emulsifi-
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cacién que hace necesario el empleo de disolventes organicos. El empleo de dichos disolventes entrafia una serie de
riesgos perfectamente conocidos por las industrias por dar lugar a especial preocupacion por parte de las agencias
regulatorias.

Las nanoparticulas descritas en el documento US 2005/0008572 A1 y que contienen un tipo de dextranos (dextra-
nos polialdehido) necesitan, para su formacidn, el establecimiento de un enlace covalente con dicho componente para
que se formen las mismas, llevando finalmente a la formacién de una entidad quimica distinta.

El documento US 6,383,478 B1 se refiere a nanoparticulas para cuya elaboracion es necesaria la obligada incorpo-
racién de, por lo menos, dos polianiones, ademds de uno o mds cationes pequefios. En definitiva, se trata de sistemas
con un significativo grado de complejidad en cuanto a su composicion.

El documento US 7,045,356 describe nanoparticulas multicapa para cuya formacion es necesario establecer unas
condiciones tales que permitan la formacién de enlaces intermoleculares entre los polimeros.

El documento US 6,916,490 trata de sistemas coacervados microparticulares que para su formacidn requieren
reticulacién quimica entre los polimeros.

Los documentos US 6,919,091 y 7,098,032 describen sistemas de nanoparticulas menores de 100 nanémetros para
cuya formacion es preciso desarrollar tres etapas: (1°) complejacion del material genético a asociar; (2°) complejacién
con un segundo polimero; (3°) reticulacién idnica final para garantizar la integridad del sistema.

Los documentos US 6,475,995 y 7,344,887 describen nanoestructuras producidas por electrodeposiciéon o por
coacervacion siendo los policationes sugeridos gelatina o quitosano.

A la vista de los documentos del estado de la técnica y de los inconvenientes que presentan los actuales sistemas
nanoparticulados en cuanto a composicién, toxicidad y procedimiento de obtencidn, existe, por tanto, la necesidad
de desarrollar sistemas nanoparticulados partiendo de materiales y reactivos biocompatibles de baja toxicidad que
proporcione un alto control en las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas y que puedan ser obtenidos
mediante procedimientos sencillos y eficaces.

Breve descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencién han encontrado que un sistema nanoparticulado de facil obtencién mediante
un procedimiento de gelificacion idnica, en donde las nanoparticulas comprenden un polimero aniénico entrecruzado
en presencia de un agente reticulante catiénico, permite una eficaz asociacién de moléculas activas y la consiguiente
liberacion en el medio adecuado. Dichas nanoparticulas presentan la caracteristica adicional de no presentar toxicidad
y ser estables en medios bioldgicos evitando ademas la degradacién de las moléculas activas que llevan incorporadas.

Asi, en un primer aspecto la invencién se dirige a un sistema para la administracién de moléculas bioldgicamente
activas que comprende nanoparticulas con un tamafio medio inferior a I micrémetro, que comprenden:

a) al menos un polimero aniénico;

b) un agente reticulante catidnico; y opcionalmente

¢) un polimero catidnico;

caracterizado porque las nanoparticulas se encuentran entrecruzadas mediante interacciones de tipo electrostatico.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un sistema como se ha
definido anteriormente.

En un aspecto adicional, la invencién hace referencia a una composicién cosmética que comprende un sistema
como se ha definido previamente.

En otro aspecto, la invencién se dirige a una composicién nutricional que comprende un sistema como se ha
definido previamente.

En otro aspecto, la invencién se dirige a una composicion destinada a diagnéstico que comprende un sistema como
se ha definido previamente.

En otro aspecto, la invencién se dirige a un procedimiento para la preparaciéon de un sistema como se ha definido
anteriormente que comprende:

a) preparar una solucién acuosa de al menos un polimero aniénico;
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b) preparar una solucién acuosa de un agente reticulante catiénico y, opcionalmente adicionar a ésta un polimero
cationico;

¢) mezclar bajo agitacion las soluciones obtenidas en a) y b) con formacién espontdnea de las nanoparticulas.

En una realizacién particular, el polimero catiénico opcional se adiciona a las nanoparticulas una vez formadas.

La invencion hace referencia asimismo al uso de un sistema como se ha definido anteriormente en la preparacion de
un medicamento. En una realizacién particular, dicho medicamento es para aplicacién en terapia génica, silenciamiento
o interferencia genética o vacunacién genética.

En un aspecto adicional, la invencién hace referencia al uso de un sistema como se ha definido anteriormente para
manipular o alterar las caracteristicas bioldgicas de células vivas tanto aut6logas, como alogénicas, xenogénicas o
de cultivos celulares y posteriormente emplear dichas células o grupos celulares para obtener un efecto terapéutico,
diagndstico, preventivo o con fines regenerativos, o para modificar la produccién de compuestos por dichas células.

En otro aspecto adicional, la invencién se dirige al uso de un sistema como se ha definido anteriormente para mo-
dificar, corregir o introducir propiedades organolépticas o mejorar la estabilidad en un medicamento o en un producto
cosmético.

Un dltimo aspecto de la invencion se refiere al uso de un sistema como se ha definido anteriormente para acondicio-
nar, modificar o restablecer las caracteristicas de agua, alimentos o suplementos nutricionales, asi como para modificar,
corregir o introducir nuevas propiedades organolépticas o mejorar la estabilidad de los mismos y para facilitar o hacer
posible la administracién de alimentos o nutrientes a seres vivos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Imagenes de TEM de sistemas nanoparticulares elaboradas a base de dcido hialurénico asociando RNA
de interferencia siGAPDH.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se dirige a la elaboracion de sistemas nanoparticulares para la administracion de, entre otras,
moléculas biolégicamente activas, que comprende nanoparticulas con un tamafio medio inferior a 1 micrémetro, donde
dichas nanoparticulas comprenden al menos un polimero aniénico; un agente reticulante catiénico; y opcionalmente
un polimero catiénico; y caracterizado porque las nanoparticulas se encuentran entrecruzadas mediante interacciones
de tipo electrostatico.

En la presente invencién, por el término “nanoparticulas” se hace referencia a estructuras estables y de caracte-
risticas homogéneas, reproducibles y modulables perfectamente diferenciables de sistemas autoensamblados, que se
forman como consecuencia de un proceso controlado de entrecruzamiento ionotrépico del polimero aniénico consti-
tutivo de las mismas mediado por agentes reticulantes catidénicos. La interaccion electrostdtica que resulta entre los
diferentes componentes de las nanoparticulas en el proceso de reticulacién genera entidades fisicas caracteristicas, que
son independientes y observables, cuyo tamafio promedio es inferior a 1 um, es decir, un tamafio promedio de entre 1
y 999 nm.

Por el término “tamafio promedio” se entiende el didmetro promedio de la poblacién de nanoparticulas, que com-
prende la estructura reticulada polimérica, que se mueve junta

en un medio acuoso. El tamafio promedio de estos sistemas puede medirse utilizando procedimientos estandar
conocidos por el experto en la técnica, y que se describen, por ejemplo, en la parte experimental a continuacién.

Las nanoparticulas del sistema de la invencién tienen un tamafio de particula promedio inferior a 1 um, es decir,
tienen un tamafio promedio de entre 1 y 999 nm, preferiblemente de entre 50 y 600 nm, incluso mds preferiblemente
de entre 100 y 250 nm. El tamafio promedio de las particulas estd influido principalmente por la composicién y las
condiciones de formacion de particulas.

Por otra parte, las nanoparticulas pueden presentar una carga eléctrica (medida mediante el potencial Z), cuya
magnitud puede tomar valores positivos o negativos dependiendo de la proporcion de los diferentes componentes en
el sistema. En una realizacién particular de la invencion, las nanoparticulas presentan carga negativa que puede variar
entre -1 mV y -30 mV.

La carga negativa es particularmente adecuada para garantizar la estabilidad de las nanoparticulas tras la adminis-
tracién por via parenteral. Asimismo, también resulta de interés para la administracién a la superficie mucosa debido
a la presencia de enlaces de hidrégeno, interacciones hidréfobas y de afinidad al receptor. El potencial zeta de parti-
cula de los sistemas de la invencién puede medirse utilizando procedimientos estdndar conocidos por el experto en la
técnica, y que se describen, por ejemplo, en la parte experimental de la presente memoria descriptiva.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 342 588 B2

Polimero anionico

Por el término “polimero aménico” se entiende cualquier polimero, preferiblemente de origen natural, con una
carga neta negativa, incluyendo en dicha definicién aquellos polimeros aménicos sobre los que se han efectuado
modificaciones tales como fragmentacién enzimdtica o quimica o derivatizacién. En una realizacién particular, el
polimero aniénico se selecciona entre 4cido hialurénico o sales del mismo, sulfato de condroitina, sulfato de queratano,
sulfato de dextrano, heparina, carragenina, glucomanano, asi como fragmentos de los mismos o derivados de los
mismos.

Acido hialurdnico

El dcido hialurénico o hialuronano es un glucosaminoglicano ampliamente distribuido a lo largo de los tejidos
conjuntivo, epitelial y neural. Es uno de los principales componentes de la matriz extracelular y en general contribuye
significativamente a la proliferacién y migracion celular.

El hialuronano es un polimero lineal que comprende la repeticién de una estructura de disacdrido formada por
la adicién alterna de dcido D-glucurénico y D-N-acetilglucosamina, unidos alternando enlaces beta-1,4 y beta-1,3
glucosidicos tal como se muestra en la siguiente férmula:

-0,C HOH,C

OH . /
A
| H;C Jn

en la que el nimero entero n representa el grado de polimerizacidn, es decir, el niimero de unidades de disacarido
en la cadena de hialuronano.

En el contexto de la presente invencién, se puede emplear 4cido hialurénico con un amplio intervalo de pesos
moleculares. El dcido hialurénico de elevado peso molecular estd comercialmente disponible, mientras que el de
peso molecular inferior puede obtenerse mediante la fragmentacién del dcido hialurénico de elevado peso molecular,
utilizando, por ejemplo, una enzima hialuronidasa.

El término ‘“hialurénico, 4cido hialurénico, hialuronano” tal como se utiliza en la presente descripcion incluye
o bien el 4cido hialurénico o bien una base conjugada del mismo (hialuronato). Esta base conjugada puede ser una
sal alcalina del 4cido hialurénico que incluyen sales inorgdnicas tales como, por ejemplo, sales de sodio, potasio,
calcio, amonio, magnesio, aluminio y litio, sales orgdnicas tales como sales de aminodcidos basicos a pH neutro,
preferiblemente dichas sales son farmacéuticamente aceptables. En una realizacién preferida de la invencion, la sal
alcalina es la sal de sodio del 4cido hialurénico.

Sulfato de dextrano

El sulfato de dextrano es un glucano (polisacarido) complejo constituido por unidades de moléculas de glucosa,
cada una de las cuales contiene aproximadamente dos grupos sulfato tal como se muestra en la siguiente férmula:

OH CH,
v -S040 o o
0805 K_OH CH,
5050 /
oso3
CH,0H _3030
oso3 -
8050
-soao oso3
L 0505 _In

El sulfato de dextrano se prepara mediante sulfatacion de dextrano y posterior purificacién mediante procedimien-
tos de sobra conocidos por un experto en la materia.
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Heparina

La heparina es una sustancia de origen natural de la familia de los glicosaminoglicanos cuya estructura quimica
comprende la repeticién de unidades monoméricas disacdridas de 4cido 2-O-sulfo-a-L-idurénico y 2-deoxi-2-sulfa-
mido-a-D-glucopiranosil-6-O-sulfato, representada a continuacién:

coor
-0;SOH,Co. _O_ _O
0 ~
o
HO NHSOy
0S05 OH

donde n es un nimero entero y representa el grado de polimerizacion, es decir, el niimero de unidades monoméricas
en la cadena de heparina.

En el contexto de la presente invencion, es posible emplear tanto la heparina fraccionada como la no-fraccionada.
La heparina tradicional o no fraccionada se distingue claramente de la heparina fraccionada o de bajo peso molecular.
La primera de ellas es una sustancia natural presente en todos los vertebrados. Ambos tipos de heparina se pueden
utilizar en forma de base libre o en forma de sal, como por ejemplo su sal sédica o célcica.

La heparina fraccionada o de bajo peso molecular se produce por despolimerizacién quimica o enzimatica de
heparinas convencionales. Ejemplos de este tipo de heparinas son enoxaparina, parnaparina, dalteparina y nadroparina,
asi como sus sales tales como las sales de sodio y calcio.

Los derivados de heparina también pueden ser empleados en la composicién de las nanoparticulas de la presente
invencién. Estos derivados son conocidos en el estado de la técnica y se originan como consecuencia de la reactivi-
dad de los diferentes grupos funcionales presentes en la molécula. Asi, heparinas N-acetiladas, O-descarboxiladas,
oxidadas o reducidas son ampliamente conocidas.

Sulfato de condroitina

El sulfato de condroitina es un glucosaminoglucano (GAG) sulfatado compuesto por una cadena de azicares
alternados. Se encuentra normalmente unido a proteinas como parte de un proteoglucano. Se representa mediante la
siguiente estructura:

COOH
H2C0R1 -

o O
(o]
OH R0 0 ™

T

ORs
L HN CHa
\\T(// -'n

o}

en la que n es un nimero entero y representa el grado de polimerizacién, es decir, el nimero de unidades de
disacéridos en la cadena de sulfato de condroitina y en la que R;, R, y R; son independientemente hidrégeno o un
grupo SO;H. Cada monosacarido puede dejarse sin sulfatar, sulfatarse una vez, o sulfatarse dos veces. La sulfatacion
estd mediada por sulfotransferasas especificas.

En el contexto de la presente invencion, el término “sulfato de condroitina” incluye todos sus diferentes isémeros
y derivados, asi como combinaciones de los mismos.

En una realizacién particular, el sulfato de condroitina se selecciona entre las siguientes sustancias y combinaciones
de las mismas:

- sulfato de condroitina A que esta sulfatado predominantemente en el carbono 4 del azicar N-acetilgalactosa-
mina (GalNAc) y que también se conoce como sulfato de 4-condroitina (R;=H, R,=SO;H y R;=H)
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- sulfato de condroitina B que se denomina también sulfato de dermatano. Esta sustancia estd compuesta por
unidades de repeticion lineales que contienen N-acetilgalactosamina y o bien 4cido L-idurénico o bien dcido
glucurénico, y cada disacarido puede estar sulfatado una vez o sulfatado dos veces.

- sulfato de condroitina C que estd sulfatado predominantemente en el carbono 6 del azicar GalNAc y que se
conoce también como sulfato de 6-condroitina (R;=SO;H, R,=H y R;=H);

- sulfato de condroitina D que esta sulfatado predominantemente en el carbono 2 del dcido glucurénico y en el
carbono 6 del azicar GalNAc y se conoce también como sulfato de 2,6-condroitina (R;=SO;H, R,=H y R;=
SO;H);

- sulfato de condroitina E que esta sulfatado predominantemente en los carbonos 4 y 6 del azicar GalNAc y se
conoce también como sulfato de 4,6-condroitina (R;=SO;H, R,= SO;H y R;=H).

El término “sulfato de condroitina” también incluye sales orgdnicas e inorgdnicas del mismo. Generalmente, tales
sales se preparan, por ejemplo, mediante reaccion de la forma bdsica de este compuesto con una cantidad estequiomé-
trica del 4cido apropiado en agua o en un disolvente orgdnico o en una mezcla de los dos. Generalmente, se prefieren
medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Ejemplos de sales inorgénicas
incluyen, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio, amonio, magnesio, aluminio y litio, y las sales orgénicas in-
cluyen, por ejemplo, sales de etilendiamina, etanolamina, N, N-dialquileno-etanolamina, trietanolamina, glucamina y
aminodcidos basicos. Preferiblemente las sales son farmacéuticamente aceptables.

Las funciones de la condroitina dependen en buena parte de las propiedades del proteoglucano global del que es
una parte. Estas funciones pueden dividirse de forma amplia en papeles reguladores y estructurales. Sin embargo, esta
division no es absoluta y algunos proteoglucanos pueden desempefiar papeles tanto estructurales como reguladores.

Con respecto a su papel estructural, el sulfato de condroitina es un componente principal de la matriz extracelular,
y es importante para mantener la integridad estructural del tejido. Como una parte de un agrecano, el sulfato de
condroitina es un componente principal del cartilago. Los grupos sulfato sumamente cargados y de empaquetamiento
compacto del sulfato de condroitina generan repulsiones electrostaticas que proporcionan mucha de la resistencia del
cartilago a la compresion.

El sulfato de queratano es un glucosaminoglucano sulfatado similar al sulfato de condroitina en el que el grupo
sulfato se encuentra en el glucurénico.

Carragenina

La carragenina o carragenano estd formada por unidades de galactosa y/o de anhidrogalactosa, sulfatadas o no,
unidas por enlaces alternos a-1,3 y 8-1,4. Dependiendo del grado de sulfatacion, de las posiciones de los grupos sul-
fato y de la presencia de grupos de anhidrogalactosa se distinguen varios tipos de carragenano, con propiedades como
hidrocoloides claramente distintas. A mayor proporcion de grupos sulfato, la solubilidad es mayor, y a mayor propor-
cién de grupos de anhidrogalactosa la solubilidad es menor. En el contexto de la presente invencidn, estdn incluidos
todos los tipos de carrageno. Algunos de estos incluyen por ejemplo los carragenanos kappa, iota y lambda (k, i y 1).

Glucomanano

El glucomanano es un polisacarido soluble en agua de origen natural. La estructura de quimica de este compuesto
consiste en una cadena polimérica lineal con una pequefa proporcién de ramificaciones. En concreto, estd formado
por unidades de D-manosa y D-glucosa unidas por enlaces 8-1,4 en una proporcion de 1.6:1, respectivamente.

En una realizacion particular de la invencion, el glucomanano empleado es un derivado de glucomanano con carga
negativa seleccionado entre los derivados fosforilados, carboximetil y dicarboxi-glucomananos.

Agente reticulante

Las nanoparticulas de la invencién se caracterizan por haberse formado a través de un mecanismo de interaccién
i6nica que provoca la precipitacién conjunta de los componentes de dichas nanoparticulas en forma de nanoclusters
como consecuencia de la adicién de un agente reticulante de carga positiva. Ademds de ser un procedimiento sencillo,
no se requiere el uso de disolventes orgdnicos o de sustancias auxiliares toxicas. La presencia del agente reticulante
catiénico permite el entrecruzamiento del polimero aniénico, y en su caso el entrecruzamiento de éste con el polimero
catiénico opcional, mediante un proceso de gelificacion iénica provocando la formacién espontdnea de las nanoparti-
culas. De esta manera se obtienen nanoparticulas con un tamafio, potencial y unas caracteristicas estructurales que las
hacen ser adecuadas como sistemas de administracién de moléculas activas.

En una realizacién particular, el agente reticulante es una amina de férmula H,N-[(CH,),-NH-(CH,),],-NH,, donde
X,y y z toman, independientemente, un valor comprendido entre 1 y 66. Preferentemente, x, y y z, independientemente,
presentan un valor comprendido entre 1y 10.
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De forma mas preferente, la amina se selecciona entre espermina, espermidina y sales de las mismas.

En una realizacién particular, la relacién en peso agente reticulante/polimero anidnico estd comprendida entre 0.1/1
y 0.5/1, preferentemente entre 0.2/1 y 0.4/1, lo que proporciona formulaciones con una baja polidispersidad.

Polimero cationico

En una realizacién particular de la invencidn, las nanoparticulas que constituyen el sistema pueden opcionalmente
comprender un polimero de carga positiva con el fin de modular las caracteristicas de los sistemas nanoparticulares
que mds importancia presentan en su interaccion con los medios biolégicos, como son el tamafio de particula, la carga
eléctrica superficial y la composicion y dotarlas asi de una mayor versatilidad.

En el contexto de la presente invencién, se entiende por “polimero catiénico” cualquier polimero, preferentemente
de origen natural, con una carga neta positiva. En una realizacion particular, el polimero catidnico se selecciona entre
dextranos cationizados, poliaminoédcidos como la polilisina o poliarginina, proteinas modificadas como la gelatina,
coldgeno y atelocoldgeno o sus derivados cationizados.

Por “dextrano cationizado” y “proteinas modificadas como gelatinas, coldgenos o atelocoldgenos cationizados”, se
entienden las moléculas anteriores modificadas de manera que se introducen grupos amino que les otorgan un mayor
cardcter cationico al que ya poseen sin modificar.

Las nanoparticulas de la presente invencién proporcionan sistemas con una elevada capacidad de asociacion de
moléculas biolégicamente activas con eficiencias superiores al 90%. En consecuencia, en un aspecto adicional la
invencion se refiere a un sistema como el que se ha definido anteriormente que comprende ademds una molécula
biolégicamente activa.

El término “molécula biolégicamente activa” se refiere a cualquier sustancia que se utiliza en el tratamiento, cura,
prevencion o diagndstico de una enfermedad o que se utiliza para mejorar el bienestar fisico y mental de seres humanos
y animales, asi como aquel compuesto que se destina a destruir, impedir la accion, contrarrestar o neutralizar, cualquier
organismo nocivo. Las nanoparticulas objeto de la presente invencién son adecuadas para incorporar moléculas biol6-
gicamente activas independientemente de las caracteristicas de solubilidad de las mismas. La capacidad de asociacién
dependera de la molécula incorporada, pero en términos generales serd elevada tanto para moléculas hidréfilas, como
para las de marcado caracter hidréfobo. En una realizacién particular, la molécula biolégicamente activa se selecciona
entre péptidos, proteinas, compuestos lipidicos o lipofilicos, compuestos sacaridicos, compuestos de dcidos nucleicos
o nucledtidos como oligonucleétidos, polinucledtidos o bien combinaciones de las moléculas citadas.

En una realizacion preferida de la invencion, la molécula biolégicamente activa es un derivado de acido nucleico,
tal como un pldsmido de ADN, oligonucle6tido, ARN de interferencia o un polinucleétido. El plasmido de ADN es
aquel que incorpora material genético para ser introducido en células y expresar proteinas o bien que actie como
precursor de RNA.

La proporcién de principio activo incorporado en las nanoparticulas puede llegar a ser de hasta el 95% en peso con
respecto al peso total de los componentes de las nanoparticulas. Sin embargo, la proporcién adecuada dependerd en ca-
da caso del principio activo que va a incorporarse, la indicacién para la que se utiliza y la eficiencia de administracién.
En una realizacién particular, la proporcién de principio activo se encuentra entre 1 y 10% en peso.

En el caso especifico de incorporar como principio activo un polinucleétido tal como un pldsmido de ADN o RNA
de interferencia, la proporcién del mismo en dicho sistema estaria entre un 1% y un 95% en peso, preferiblemente
entre 1 y 30%, mds preferiblemente entre 1% y 5%, incluso mds preferiblemente, en un 1%, 2,5% y en un 5%.

En otra realizacién particular, el sistema de nanoparticulas de la presente invenciéon comprende, adicionalmente,
al menos un compuesto capaz de facilitar el seguimiento de dichas nanoparticulas tras su aplicacién a un ser vivo. De
forma preferente, dicho compuesto es un marcador, tal como un antigeno de membrana, o un agente de tincién como
por ejemplo 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

En otra realizacién particular, el sistema de nanoparticulas de la invencién comprende, ademds, al menos un com-
puesto capaz de facilitar o reforzar el efecto de la molécula biolégicamente activa, tal como por ejemplo un adyuvante
o un inmunomodulador (inmunosupresor o inmunoestimulador). Asimismo, el sistema de nanoparticulas puede llevar
incorporado un compuesto capaz de interaccionar con componentes biol6gicos, como un anticuerpo, un aptimero o
un compuesto con afinidad por un receptor existente en los seres vivos.

En otra realizacion particular, el sistema de nanoparticulas de la invencién comprende, adicionalmente, un com-
puesto estabilizante de tipo lipidico, graso u oleoso, sacaridico, un derivado de aminodcido o proteico, un derivado de
6xido de etileno o un compuesto de tipo morfolino.

Todos los compuestos que pueden ser incorporados al sistema de nanoparticulas de la invencién mencionados
anteriormente, se pueden adicionar a las soluciones de los polimeros constituyentes de las nanoparticulas previamente
a la formacién de las mismas o bien pueden ser adicionados a las nanoparticulas una vez formadas.

9
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En un aspecto adicional, la presente invencién se dirige a una composicién farmacéutica que comprende el sistema
de nanoparticulas previamente descrito.

Las composiciones farmacéuticas segin la invencion, incluyen cualquier composicion liquida (es decir, suspension
o dispersion de las nanoparticulas de la invencion) para aplicacion por via oral, bucal, sublingual, tépica, ocular, nasal,
pulmonar, 6tica, vaginal, intrauterina, rectal, entérica o parenteral, o cualquier composicion en la forma de gel, pomada,
crema o balsamo para su administracion por via topica, ocular, nasal, vaginal o rectal.

En una realizacion particular, la composicién se administra por via oral. En este caso, las nanoparticulas presentan
la ventaja adicional de ser estables en los fluidos gastrointestinales, por lo que pueden alcanzar el tejido epitelial
intestinal sin sufrir degradacion alguna y liberar allf el principio activo.

Debido a sus buenas propiedades para la administracion sobre o a través de la piel, y a su estabilidad duradera,
el sistema de nanoparticulas de la invencién también es adecuado para aplicaciones cosméticas. Por lo tanto, en otro
aspecto, la invencidn se dirige a una composicién cosmética que comprende el sistema de nanoparticulas previamente
descrito.

Las composiciones cosméticas segtin la invencién incluyen cualquier composicién liquida (suspension o dispersion
de nanoparticulas) o cualquier composicién que comprenda el sistema de la invencidn y que esté en la forma de gel,
crema, pomada o balsamo para su administracién por via tépica.

Dicha composicién cosmética puede ser aplicada a diversas partes superficiales del cuerpo humano o animal tal
como la piel, sistema piloso y capilar, ufias, labios y érganos genitales externos, y a dientes o mucosas del cuerpo
humano o animal.

En una realizacion particular de la invencién, la composicion que comprenda el sistema de la invencién tiene una
finalidad de higiene personal, o tiene el fin de perfumar, modificar el aspecto de la superficie corporal y/o corregir
olores corporales y/o protegerla o mantenerla en buen estado.

En una variante de la invencién, la composicién cosmética o de higiene personal también puede incorporar molécu-
las activas de naturaleza lipéfila e hidréfila que, aunque no tengan ningtin efecto terapéutico, tienen propiedades como
agente cosmético o de higiene personal. Entre las moléculas activas que pueden incorporarse en las nanoparticulas
pueden citarse agentes emolientes, conservantes, sustancias de fragancia, agentes antiacné, agentes antifingicos, an-
tioxidantes, desodorantes, antitranspirantes, agentes contra la caspa, despigmentantes, agentes antiseborreicos, tintes,
lociones bronceadoras, absorbentes de luz UV, enzimas, entre otros.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion nutricional que comprende el sistema de nanoparticulas
previamente descrito. Dicha composicién nutricional puede ser un alimento, un suplemento dietético o un suplemento
nutricional. Las composiciones nutricionales pueden incluir leche, yogures, zumos de fruta y de vegetales, postres,
productos infantiles o productos deshidratados. La adicién de las nanoparticulas a la composicién nutricional se realiza
mediante mezcla y homogenizacion segtin el procedimiento técnico para elaborar cada producto.

Adicionalmente, otros componentes tales como las vitaminas pueden afadirse a la composicién nutricional. Ejem-
plos de estos compuestos son vitamina A, vitaminas del grupo A, B, C, D, E, 4cido félico o mezcla de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de un sistema de nanopar-
ticulas como se ha definido previamente que comprende:

a) preparar una disolucion acuosa de al menos un polimero aniénico;

b) preparar una disolucién de un agente reticulante catiénico y, opcionalmente adicionar a dicha disolucién un
polimero catiénico;

¢) mezclar bajo agitacién las disoluciones obtenidas en a) y b) con formacion espontdnea de las nanoparticulas.

En una variante del procedimiento, el polimero catiénico se adiciona sobre las nanoparticulas ya formadas, en
lugar de incorporarse a la disolucién del agente reticulante.

La incorporacién del/los polimero/s anidnico/s se lleva a cabo mediante disolucién acuosa del mismo a una con-
centracién de entre 0,1 y 6 mg/mL, mds preferiblemente entre 0.1 y 5 mg/mL y atin mds preferiblemente entre 0.1 y 3
mg/mL.

De acuerdo con otra realizacion particular, el agente reticulante catiénico se disuelve en agua a una concentracién

de entre 0,0625 y 1,5 mg/mL, preferiblemente entre 0,0625 y 1 mg/mL; mds preferiblemente entre 0,25 y 1 mg/mL,
atn mds preferiblemente entre 0,5 y 1 mg/mL.
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La formacién de las nanoparticulas objeto de la presente invencidn es consecuencia de un proceso controlado de
entrecruzamiento ionotrépico de los componentes que presentan carga opuesta. Fruto de dicho proceso controlado,
denominado reticulacién idnica o ionotrépica, se obtienen nanoparticulas de tamafio y carga superficial predetermina-
dos, homogéneos, ajustables y reproducibles, con independencia de que se asocie o no molécula bioactiva alguna y de
la carga eléctrica que ésta presente.

La molécula bioldgicamente activa, y/o el compuesto capaz de facilitar el seguimiento de las nanoparticulas tras
su aplicacién a un ser vivo, y/o el compuesto capaz de facilitar o reforzar el efecto de la molécula biolégicamente
activa, y/o el compuesto capaz de interaccionar con componentes bioldgicos o con afinidad por un receptor existente
en los seres vivos, y/o el compuesto estabilizante, o la molécula activa que actia como agente cosmético, es disuelto
en una de las disoluciones a) o b), dependiendo de la carga que posea, es decir, si presenta carga negativa se disuelve
en la disolucién a) y, si por el contrario, presenta carga positiva, se disuelve en la disolucién b). En una variante del
procedimiento, dicha molécula se adiciona sobre las nanoparticulas una vez formadas.

En el caso de moléculas lipofilicas, éstas pueden ser disueltas en primer lugar en un pequefio volumen de un disol-
vente orgdnico, de un aceite o compuesto lipidico o lipofilico, o de una mezcla de agua y los compuestos anteriormente
mencionados, el cual seguidamente se adicionard a una de las disoluciones acuosas mencionadas con anterioridad, de
forma que la concentracion en peso del disolvente orgdnico en la disolucién final sea siempre menor al 95%. En un
caso de este tipo, el disolvente orgdnico tiene que extraerse del sistema, a menos que sea farmacéuticamente aceptable.

El procedimiento de elaboracion de las nanoparticulas mencionadas puede incluir una etapa adicional de liofi-
lizacién, con el fin de preservarlas durante su almacenamiento para que conserven sus caracteristicas iniciales y se
reduzcan los volimenes de producto que van a manipularse. Por otra parte, el grado de reticulacién de las nanopar-
ticulas puede aumentar con este proceso, ya que puede tener lugar una aproximacion entre las cadenas poliméricas,
lo que podria facilitar que aumente el grado de entrecruzamiento polimérico, asi como que se potencie el efecto del
agente reticulante. Para la liofilizacion de las nanoparticulas puede ser tinicamente necesaria la adicion de pequefias
cantidades de aztcares tales como glucosa, sacarosa o trealosa a una concentracion que oscila desde un 1 hasta un
5% u otras moléculas que actiien como crioprotectores y/o lioprotectores. Las nanoparticulas de la invencidn tienen la
ventaja adicional de que el tamafio de particulas antes y después de la liofilizacién no se modifica de manera signifi-
cativa. Es decir, las nanoparticulas tienen la ventaja de que pueden liofilizarse y resuspenderse sin ninguna alteracién
en las caracteristicas de las mismas.

Debido al elevado potencial de los sistemas nanoparticulares de la presente invencién en el campo biomédico,
dichos sistemas resultan adecuados para el tratamiento o prevencion de enfermedades en seres humanos y animales con
el fin de restablecer, corregir o modificar las funciones fisioldgicas ejerciendo una accién farmacoldgica, inmunoldgica,
metabdlica o modificadora de expresion de genes, o bien con el fin de establecer un diagnéstico médico o veterinario.

En consecuencia, un aspecto adicional de la presente invencién se refiere al uso de un sistema de nanoparticulas
como el definido previamente en la preparacién de un medicamento.

En una realizacién particular, los sistemas de la invencidn resultan ser adecuados para transferir, in vivo o ex
vivo, un gen profilactico, de diagndstico o terapéutico, tal y como un fragmento de acido nucleico, a células hu-
manas/animales o a cultivos celulares primarios o modificados. En consecuencia, el sistema de nanoparticulas de la
invencién resulta util en la preparacién de un medicamento destinado a terapia génica, silenciamiento o interferencia
genética, o vacunacion genética.

En otra realizacion particular, los sistemas nanoparticulados de la invencién permiten manipular o alterar las carac-
teristicas bioldgicas de células vivas tanto aut6logas, como alogénicas, xenogénicas o de cultivos celulares y posterior-
mente emplear dichas células o grupos celulares para obtener un efecto terapéutico, diagndstico, preventivo o con fines
regenerativos, o para modificar la producciéon de compuestos por dichas células con fin de produccion biotecnoldgica.
En una realizacién particular, dicha manipulacién incluye la expansion o activacién de poblaciones celulares ex vivo
y la adaptacién de células para su asociacidn efectiva a productos sanitarios empleados ex vivo o in vivo, tales como
microparticulas o microcdpsulas, matrices y andamiajes intrinsecos, biodegradables o no biodegradables.

En un aspecto adicional, el sistema de nanoparticulas de la invencién permite modificar, corregir o introducir
propiedades organolépticas o mejorar la estabilidad en un medicamento o en un producto cosmético.

En otro aspecto adicional, los sistemas nanoparticulados de la invencidn permiten tratar, acondicionar, modificar o
restablecer las caracteristicas de agua, alimentos o suplementos nutricionales, asi como modificar, corregir o introducir
nuevas propiedades organolépticas o mejorar la estabilidad de los mismos y facilitar o hacer posible la administracién
de alimentos o nutrientes a seres vivos.

A continuacién, para una mayor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién, se hard

referencia a una serie de ejemplos que de forma explicativa completen la descripcion anterior, sin suponer en modo
alguno que ésta se vea limitada a los mismos.
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Ejemplos

Como procedimiento comtn a los ejemplos detallados a continuacién, se ha caracterizado a las nanoparticulas
desde el punto de vista del tamafio, el potencial zeta (o carga superficial) y la eficacia de encapsulacion.

Durante la exposicion de algunos de los siguientes ejemplos se hace referencia a resultados obtenidos mediante las
siguientes técnicas:

El tamafio de particula ha sido determinado mediante la técnica de espectroscopia de correlacion foténica (PCS) y
haciendo uso, para ello, de una Zeta Sizer (Zeta Sizer, Nano series, Nano-ZS, Malvern Instruments, UK) obteniendo
el tamafio medio de la pobracién y el indice de polidispersién de la misma. Para ello las muestras fueron conveniente-
mente diluidas en agua mili-Q.

El potencial Zeta particula ha sido determinado mediante la técnica de anemometria por dispersion de laser (LDA)
y haciendo uso, para ello, de una Zeta Sizer (Zeta Sizer, Nano series, Nano-ZS, Malvern Instruments, UK). Para ello
las muestras fueron convenientemente diluidas en una disolucién milimolar de KCl.

La eficiencia de asociacién de material genético a las nanoparticulas ha sido determinada mediante la técnica de
electroforesis en gel de agarosa. Para ello se prepar6 un gel de agarosa al 1% en tampdén TAE (Tris-Acetato-EDTA,
Tris 40 mM, Acido acético 1%, EDTA 1 mM) pH 8 con bromuro de etidio (10 mg/mL, 5 mL) y se utilizé un tamp6n de
carga y marcador de migraciéon compuesto de glicerina (30%), azul de bromofenol (0.25%) y xileno cianol (0.25%).
Se aplic6 una diferencia de potencial de 100 mV durante 30 minutos y se empled material genético libre como control.

Los siguientes polimeros, tal y como se utilizan en los siguientes ejemplos, fueron adquiridos a diferentes casas

comerciales: Acido hialurénico, o hialurénico (Bioibérica, Spain), sulfato de condroitina (Calbiochem, USA), sulfato
de dextrano, (Sigma, Spain), heparina (Sigma, Spain), glucomanano (Shimizu Chemical, Japén)) y carragenina (FMC
Biopolymer, ME, USA).

El plasmido de ADN pEGFP fue adquirido de Elim Biopharmaceuticals (CA, USA).

El RNA de interferencia (siRNA) siGAPDH y siEGFP fueron adquiridos de Ambion (USA) e Invitrogen (USA),
respectivamente.

La espermina y la espermidina fueron adquiridas de Sigma Aldrich (Spain).

Ejemplo 1

Preparacion de nanoparticulas elaboradas a base de dcido hialurdnico y asociacion a las mismas de un ingrediente
activo

Se prepararon nanoparticulas de dcido hialurénico empleando espermina como agente reticulante segtn el proce-
dimiento previamente descrito. Se procedié a la asociacién de una macromolécula hidrofilica bioactiva en su compo-
sicién, seleccionando para tal fin material genético, concretamente un pldsmido, el pEGFP. Se trata de una macromo-
Iécula cargada negativamente, por lo que se incorporé junto al hialurénico, de carga también negativa, para evitar la
aparicion de interacciones previas a la formacién de las particulas.

Para ello se prepararon disoluciones acuosas de dcido hialurénico (2 mg/mL) en agua mili-Q. Como agente reticu-
lante se empled espermina disuelta en agua mili-Q (0.75 mg/mL). El correspondiente material genético se incorpord
en una proporcion de 2.5% en peso con respecto a los componentes anteriores. La molécula bioactiva se incorpord
a la disolucién del hialurénico y la disolucién resultante se mezclé con la disolucién de espermina, bajo agitacién
magnética, la cual se mantuvo durante media hora, permitiendo la completa evolucién del sistema hacia una forma
nanoparticular estable. De este modo, se prepararon nanoparticulas con un tamafio medio de particula de 532 21 nm
(indice de polidispersion de 0,34) y carga eléctrica superficial negativa, de -21,1 0,1 mV.

Ejemplo 2

Caracterizacion morfologica de nanoparticulas elaboradas a base de dcido hialurénico conteniendo un ingrediente
activo

Se prepararon nanoparticulas a partir de 4cido hialurénico empleando espermina como agente reticulante segin
el procedimiento previamente descrito, conteniendo RNA de interferencia siGAPDH (carga de 5%). Los sistemas
fueron caracterizadas morfolégicamente mediante microscopia de transmisién (TEM) (CM12, Philips, Eindhoven, The
Netherlands), utilizando dcido fosfotingstico 1% como agente de contraste. La Figura 1 muestra las correspondientes
imagenes. En dichas imdgenes puede comprobarse que los sistemas nanoparticulares presentan una forma regular
esférica y un tamafo de particula homogéneo.
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Ejemplo 3

Preparacion de nanoparticulas elaboradas a base de sulfato de condroitina y asociacion a las mismas de un ingre-
diente activo

Se prepararon nanoparticulas de sulfato de condroitina empleando espermina como agente reticulante segin el
procedimiento previamente descrito. Se procedi6 a la incorporacién de una macromolécula hidrofilica bioactiva en
su composicion, seleccionando para tal fin material genético, concretamente un plasmido, el pEGFP, o bien RNA de
interferencia (siRNA), el siGAPDH. En ambos casos se trata de macromoléculas cargadas negativamente, por lo que
se incorporaron junto al sulfato de condroitina de carga también negativa, para evitar la aparicién de interacciones
previas a la formacién de las particulas. Para ello se prepararon disoluciones acuosas de sulfato de condroitina (1
mg/mL) en agua mili-Q. Como agente reticulante se empled espermina disuelta en agua mili-Q (0.5 mg/mL). El
correspondiente material genético se incorpord en una proporcion de 5% en peso con respecto a los componentes
anteriores. La molécula bioactiva se incorpord a la disolucién del sulfato de condroitina y la disolucién resultante se
mezcl6 con la disolucion de espermina, bajo agitacién magnética, la cual se mantuvo durante media hora, permitiendo
la completa evolucion del sistema hacia una forma nanoparticular estable. La Tabla 1 muestra el didmetro medio y
carga eléctrica superficial (potencial zeta) de los sistemas obtenidos.

TABLA 1

Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de sulfato de condroitina (CS) con espermina (SPM)
como agente reticulante

Relacién de pDNA (%) siRNA (%) Diametro 1PD Potencial
masas (nm) Zeta (mV)
(CS:SPM)
1:0,25 5 - 192 +1 0,06 -21,940,3
1:0,25 - 5 136 + 1 0,05 -15,4 1,4
Ejemplo 4

Preparacion de nanoparticulas elaboradas a base de sulfato de dextrano. Asociacion a las mismas de un ingrediente
activo

Se prepararon nanoparticulas de sulfato de dextrano segin el procedimiento previamente descrito. Se procedié a
la incorporacién de una macromolécula hidrofilica bioactiva en su composicion, seleccionando para tal fin material
genético, concretamente un plasmido, el pEGFP. Se trata de una macromolécula cargada negativamente, por lo que se
incorpord junto al sulfato de dextrano, de carga también negativa, para evitar la aparicion de interacciones previas a la
formacién de las particulas. Como agente reticulante se empled la molécula catiénica espermina.

Para ello se prepararon disoluciones acuosas de sulfato de dextrano (2 mg/mL) en agua mili-Q. Como agente
reticulante se empled una solucién acuosa de espermina (0.6-0.8 mg/mL) en agua mili-Q. El correspondiente material
genético se incorpord en una proporcion de 2.5% en masa. La molécula bioactiva se incorpord a la disolucién del
sulfato de dextrano y la disolucidén resultante se mezcl6 con la disolucién de reticulante, bajo agitacién magnética, la
cual se mantuvo durante media hora, permitiendo la completa evolucién del sistema hacia una forma nanoparticular
estable. Las relaciones entre el polimero y el reticulante se muestran en la Tabla 2. Asimismo, dicha tabla muestra el
didmetro medio y carga eléctrica superficial (potencial zeta) de los sistemas obtenidos.

TABLA 2

Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas elaboradas a base de sulfato de dextrano (DS)
asociando material genético

Relacién Reticulante Contenido Tamaiio Polydisp. | Potencial Z
DS:reticulante | empleado pDNA (%) (nm) (mV)

2/0,75 Espermina 2,5 171+ 1 0,11 -13,1 £0,3
2/0,6 Espermina 2,5 163 +£2 0,26 -10,7 £ 0,1
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Ejemplo 5
Preparacion de nanoparticulas elaboradas a base de heparina. Asociacion a las mismas de un ingrediente activo
Se prepararon nanoparticulas de heparina segtin el procedimiento previamente descrito.

Se procedio a la incorporacién de una macromolécula hidrofilica bioactiva en su composicién, seleccionando para
tal fin material genético, concretamente un plasmido, el pEGFP, o bien RNA de interferencia (siRNA), el siGAPDH.
En ambos casos se trata de macromoléculas cargadas negativamente, por lo que se incorporaron junto a la heparina
de carga también negativa, para evitar la aparicién de interacciones previas a la formacién de las particulas. Para ello
se prepararon disoluciones acuosas de heparina (1 mg/mL) en agua mili-Q. Como agente reticulante se empled una
solucién acuosa de espermina (0.75 mg/mL) en agua mili-Q. El correspondiente material genético se incorporé en una
proporcién de 5% en masa. La molécula bioactiva se incorpord a la disolucién de heparina y la disolucién resultante se
mezcl6 con la disolucién de reticulante, bajo agitaciéon magnética, la cual se mantuvo durante media hora, permitiendo
la completa evolucién del sistema hacia una forma nanoparticular estable. La Tabla 3 muestra el didmetro medio y
carga eléctrica superficial (potencial zeta) de los sistemas obtenidos.

TABLA 3

Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas elaboradas a base de heparina (HEP) asociando material
genético. (Agente reticulante: Espermina (SPM))

Relacion de | pDNA (%) siRNA (%) Diametro IPD Potencial

masas (nm) Zeta (mV)

(HEP:SPM)

1:0,375 5 - 197 £2 0,07 -22,9 40,2

1:0,375 - 5 126 +£0,5 0,09 21,713
Ejemplo 6

Preparacion de nanoparticulas elaboradas a base de carragenina. Asociacion a las mismas de un ingrediente activo

Se prepararon nanoparticulas de carragenina segtin el procedimiento previamente descrito. Se procedi6 a la incor-
poracién de una macromolécula hidrofilica bioactiva en su composicidn, seleccionando para tal fin material genético,
concretamente un pldsmido, el pEGFP. Se trata de una macromolécula cargada negativamente, por lo que se incorpord
junto a la carragenina, de carga también negativa, para evitar la aparicién de interacciones previas a la formacién de las
particulas. Como agente reticulante se empled la molécula catiénica espermina. Para ello se prepararon disoluciones
acuosas de A-carragenina (0.5 mg/mL) en agua mili-Q. Como agente reticulante se empled una solucién acuosa de
espermina (0.25 mg/mL) en agua mili-Q. El correspondiente material genético se incorporé en una proporcién de 5%
en masa. La molécula bioactiva se incorpor6 a la disolucién de carragenina y la disolucién resultante se mezcl6 con la
disolucién de reticulante, bajo agitacién magnética, la cual se mantuvo durante media hora, permitiendo la completa
evolucidn del sistema hacia una forma nanoparticular estable. El didmetro medio de las nanoparticulas obtenidas es de
136 +0,3 nm (indice de polidispersién de 0.23) y su carga eléctrica superficial (potencial zeta) de -28,1 + 1,9 mV.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema para la administracién de moléculas biolégicamente activas que comprende nanoparticulas homogé-
neas con un tamafio medio inferior a 1 micrémetro, que comprenden:

(a) al menos un polimero aniénico;
(b) un agente reticulante catidénico; y opcionalmente
(c) un polimero catidnico;
caracterizado porque las nanoparticulas se encuentran entrecruzadas mediante interacciones de tipo electrostatico.
2. Sistema segun reivindicacién 1, donde el polimero anidnico se selecciona entre 4cido hialurénico o sales del
mismo, sulfato de condroitina, sulfato de queratano, sulfato de dextrano, heparina, carragenina y glucomanano o

derivados del mismo.

3. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente reticulante catiénico es una amina
seleccionada entre espermina y espermidina, o sales de las mismas.

4. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el polimero catiénico se selecciona entre
dextranos cationizados, poliaminoacidos y proteinas modificadas.

5. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el tamafio medio de particula estd com-
prendido entre 1 y 999 nm, preferiblemente entre 50 y 600 nm, mds preferiblemente entre 100 y 400 nm.

6. Sistema segun las reivindicaciones precedentes, que adicionalmente comprende al menos una molécula biolégi-
camente activa.

7. Sistema segtin reivindicacién 6, donde la molécula bioldégicamente activa se encuentra en una proporcion de
hasta un 95% en peso con respecto al peso total de los componentes de las nanoparticulas.

8. Sistema segun reivindicaciones 6 6 7, donde la molécula biol6gicamente activa se selecciona entre péptidos,
proteinas, compuestos lipidicos o lipofilicos, compuestos sacaridicos, compuestos de dcidos nucleicos o nucledtidos y
mezclas de los mismos.

9. Sistema segtin reivindicacioén 8, donde la molécula biolégicamente activa se selecciona entre ADN plasmidico,
un oligonucledtido, ARN de interferencia y un polinucleétido.

10. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que adicionalmente comprende al menos un
compuesto capaz de facilitar el seguimiento de las nanoparticulas tras su aplicacion a un ser vivo.

11. Sistema segun reivindicacion 10, donde el compuesto es un marcador, agente de seguimiento o un agente de
tincion.

12. Sistema segtin reivindicaciones 6 a 11, que adicionalmente comprende un compuesto capaz de facilitar o
reforzar el efecto de la molécula biolégicamente activa.

13. Sistema segun reivindicacién 12, donde el compuesto es un adyuvante o un inmunomodulador.

14. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que adicionalmente comprende un compuesto
capaz de interaccionar con componentes bioldgicos o con afinidad por un receptor existente en los seres vivos.

15. Sistema segtn reivindicacién 14, donde el compuesto es un anticuerpo o un aptamero.
16. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que adicionalmente comprende un compuesto
estabilizante de tipo lipidico, graso u oleoso, sacaridico, un derivado de aminodcido o proteico, un derivado de 6xido

de etileno o un compuesto de tipo morfolino.

17. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde las nanoparticulas se encuentran en forma
liofilizada.

18. Una composicién farmacéutica que comprende un sistema como se ha definido en cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 17.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 342 588 B2

19. Composicién segin la reivindicacién 18, para la administracién por via oral, bucal, sublingual, tépica, ocular,
nasal, pulmonar, 6tica, vaginal, intrauterina, rectal, entérica o parenteral.

20. Una composicién cosmética o de higiene personal que comprende un sistema como se ha definido en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 17.

21. Composicién segun reivindicacion 20, para la administracién sobre piel, sistema piloso y capilar, ufias, labios,
organos genitales externos, dientes 0 mucosas.

22. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 21, que comprende ademds agentes emolientes,
conservantes, sustancias de fragancia, agentes antiacné, agentes antifungicos, antioxidantes, desodorantes, antitrans-
pirantes, agentes contra la caspa, despigmentantes, agentes antiseborreicos, tintes, lociones bronceadoras, absorbentes
de luz UV, o enzimas.

23. Una composicién nutricional que comprende un sistema como se ha definido en cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 17.

24. Un procedimiento para la preparacion de un sistema como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
17 que comprende:

a) preparar una disolucion acuosa de al menos un polimero aniénico;

b) preparar una disolucidn acuosa de un agente reticulante catiénico y, opcionalmente adicionar a ésta un
polimero catiénico;

¢) mezclar bajo agitacion las disoluciones obtenidas en a) y b) con formacién espontdnea de las nanoparticu-
las.

25. Procedimiento segiin reivindicacién 23, donde el polimero catidnico se adiciona sobre las nanoparticulas ya
formadas.

26. Procedimiento segun reivindicaciones 23 6 24, que comprende ademds la adicién de una molécula bioldgi-
camente activa, y/o un compuesto capaz de facilitar el seguimiento de las nanoparticulas tras su aplicacion a un ser
vivo, y/o un compuesto capaz de facilitar o reforzar el efecto de la molécula biol6gicamente activa, y/o un compuesto
capaz de interaccionar con componentes bioldgicos o con afinidad por un receptor existente en los seres vivos, y/o
un compuesto estabilizante, en la disolucién a) si es de naturaleza aniénica o en la disolucién b) si es de naturaleza
catiénica.

27. Procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, que comprende una etapa adicional después
de la etapa c) en el que las nanoparticulas se someten a un proceso de liofilizacién.

28. Procedimiento segtin reivindicacion 26, que comprende una etapa adicional en la que se regeneran las nano-
particulas liofilizadas.

29. Uso de un sistema como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 en la preparacién de un medica-
mento.

30. Uso segtn reivindicacién 28, donde el medicamento es para terapia génica, silenciamiento o interferencia
genética, o vacunacion genética.

31. Uso de un sistema como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, para preparar una composicion
para manipular o alterar las caracteristicas bioldgicas de células vivas tanto aut6logas, como alogénicas, xenogénicas
o de cultivos celulares y posteriormente emplear dichas células o grupos celulares para obtener un efecto terapéutico,
diagndstico, preventivo o con fines regenerativos, o para modificar la produccién de compuestos por dichas células,
o para producir la expansion o activacién de poblaciones celulares o para adaptarlas y asociarlas de modo efectivo a
microparticulas o microcdpsulas, matrices y andamiajes.

32. Uso de un sistema como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, para modificar, corregir o
introducir propiedades organolépticas o mejorar la estabilidad en un medicamento o en un producto cosmético o de
higiene personal.

33. Uso de un sistema como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, para acondicionar, modificar
o restablecer las caracteristicas de agua, alimentos o suplementos nutricionales, asi como para modificar, corregir o
introducir nuevas propiedades organolépticas o mejorar la estabilidad de los mismos y para facilitar o hacer posible la
administracién de alimentos o nutrientes a seres vivos.
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34. Composicién cosmética o de higiene personal segin se define en las reivindicaciones 20 a 22, para su uso
en higiene o estética, para perfumar, modificar el aspecto de la superficie corporal y/o corregir olores corporales y/o
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protegerla o mantenerla en buen estado.
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FIGURA 1
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200803136

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 US 2005008572 A1 13-01-2005
D02 WO 9918934 A1 22-04-1999
D03 US 6383478 B1 07-05-2002
Do4 US 2008254078 A1 16-10-2008
D05 International Journal of Pharmaceutics 329 (2007) 142-149 2007

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion se refiere a un sistema para la administracion de moléculas biolégicamente activas que incluye nanoparticulas que
comprenden a) al menos un polimero anionico; b) un agente reticulante catiénico; y opcionalmente c¢) un polimero catiénico.
Se refiere también a la composicién que lo comprende, al procedimiento para su preparacién y al uso de dicho sistema en el
ambito farmacéutico, cosmético, nutricional o de diagnéstico.

El documento D01 divulga una composicién de nanoparticulas que comprenden un nucleo con al menos un polimero polianio-
nico y un principio activo, y una corona rodeando el nicleo que comprende al menos un polimero catiénico y un ligando diana
(parrafo [0072]). Pueden incluir también un agente bioluminiscente o un agente de contraste (parrafo [0073]). Entre los polime-
ros aniénicos figuran sulfato de heparina, carragenina, sulfato de condroitina, y entre los compuestos catiénicos, hidrocloruro
de espermina (parrafo [0034]). En el parrafo [0035] se citan algunos de los principios activos que pueden ser incluidos en la
composicion, entre ellos, genes o péptidos. En el ejemplo 8 se prepara una composicién de nanoparticulas mediante la mezcla
de dos corrientes poliméricas, una aniénica, con sulfato de condroitina y sulfato de heparina, y otra catiénica con hidrocloruro
de espermina.

El documento D02 divulga un sistema de liberacion de farmacos a base de nanoparticulas poliméricas, que se preparan mez-
clando en un reactor polimeros polianidnicos con cationes. Las nanoparticulas presentan un nucleo polimérico que incluye un
principio activo, antigeno, plasmido de DNA, nucleétido, etc, rodeado por una corona polimérica (pagina 14, lineas 14-17). En el
ejemplo 2 se preparan nanoparticulas combinando distintos polimeros aniénicos/catiénicos. En la Tabla | se recogen las combi-
naciones de polimeros preferidas y entre ellas figuran carragenina, sulfato de condroitina y heparina como polimeros aniénicos
y, como componentes cationicos, hidrocloruro de espermina, gelatina y polilisina, entre otros. En el ejemplo 3 se preparan
nanoparticulas a partir de alginato sédico y sulfato de condroitina como polimeros aniénicos, e hidrocloruro de espermina,
hidrocloruro de polilisina y cloruro de sodio como agentes policationicos. Las nanoparticulas son liofilizadas posteriormente y
pueden emplearse como vacunas administradas por via oral, nasal, parenteral, etc (pagina 5, lineas 13-27).

El documento D03 se refiere a nanoparticulas como vehiculos de liberacion de principios activos, que comprenden: a) al menos
dos 0 mas polianiones del grupo de carragenina, sulfato de condroitina y otros; b) uno o mas policationes, como hidrocloruro
de espermina, entre otros; ¢) uno o mas cationes pequefnos del grupo de sodio, potasio o calcio y d) una o mas proteinas
del tipo factores estimulantes de la angiogénesis, factores de crecimiento, etc (reivindicacién 1). En el ejemplo 4 se preparan
nanoparticulas cargadas con bFGF a partir de una solucién polianiénica acuosa de alginato sédico, sulfato de celulosa y FGF,
que se mezcla con otra solucion policatiénica de cloruro de calcio, hidrocloruro de poli (metilen-co-guanidina) y Pluronic F-68.

El documento D04 se refiere a nanoparticulas que contienen quitosano y un polisacarido aniénico como vehiculo de adminis-
tracion de composiciones farmacéuticas, cosméticas o alimentarias (parrafos [0019], [0026]). Entre los polisacaridos aniénicos
figuran sulfato de dextrano, sulfato de condroitina, heparina y cido hialurénico. En los ejemplos 1-3 se preparan nanoparticu-
las mediante la incorporacién de una solucién acuosa del polisacarido aniénico (sulfato de condroitina, sulfato de dextrano o
heparina) sobre una solucién acuosa de quitosano.
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En el documento D05 se describe la formulaciéon de nanoparticulas de anfotericina B. Se emplean dos polimeros de cargas
opuestas para formar nanoparticulas por interaccién electrostatica: quitosano (CH) como polimero de carga positiva y sulfato
de dextrano (DS) como polimero de carga negativa, junto con sulfato de cinc como agente reticulante y de endurecimiento.
Estas nanoparticulas se liofilizan posteriormente. En el punto 4 de este documento se detalla que las nanoparticulas de CH-
DS se forman por separacién de fases inducida por las interacciones electrostaticas entre los polimeros cargados positiva y
negativamente cuando dichos polimeros se mezclan.

A la vista de los documentos citados, se considera que las reivindicaciones 1-3, 5-11, 17-34 no son nuevas (Articulo 6.1 Ley
de Patentes).

Respecto a la reivindicacion 4, relativa al polimero catiénico adicional presente en las nanoparticulas, no es posible reconocer
actividad inventiva puesto que, como se recoge en el documento D02, el empleo de varios compuestos de naturaleza catidnica
para la preparacion de las nanoparticulas ya ha sido divulgado y se trataria de una seleccion arbitraria de los mismos.

En lo relativo a las reivindicaciones 12-16, referentes a la incorporacion adicional de compuestos estabilizantes o que refuerzan
el efecto del principio activo, queda divulgado en D01 la incorporacién a las nanoparticulas de agentes de seguimiento. La
adicién de otro tipo de compuesto como un adyuvante o un estabilizante, habitual en la practica farmacéutica no implica
actividad inventiva. Ademas, en descripcién no se encuentran recogidos ejemplos que incorporen estos compuestos.

Asi, las reivindicaciones 4, 12-16 de la solicitud carecen de actividad inventiva (Articulo 8.1 Ley de Patentes).
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