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DESCRIPCION

Nanocépsulas de poliarginina.
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un sistema para la administracién de ingredientes activos que comprende na-
nocédpsulas de tamafio nanométrico, dichos ingredientes activos son tanto de cardcter hidrofilico como hidrofébico,
asi como a las composiciones farmacéuticas y cosméticas que comprenden los mismos y procedimientos para su
elaboracion.

Antecedentes de la invencion

Las propiedades fisico-quimicas de los principios activos son caracteristicas determinantes en el desarrollo far-
macéutico de estas moléculas y que ademds pueden condicionar su eficacia terapéutica. Mds concretamente, la baja
solubilidad en agua de muchos principios activos dificulta su formulacién requiriendo en ocasiones la utilizacién de
excipientes que pueden causar serios efectos secundarios asi como de complicaciones en el tratamiento. Por otro lado,
las moléculas hidrofilicas y de gran tamafio presentan dificultades en el paso de las barreras biolégicas y ven compro-
metida su estabilidad por la degradacion debida a los mecanismos de defensa del organismo. Estas dificultades han
de ser solventadas para lograr que las moléculas activas accedan a la diana terapéutica y conseguir de este modo una
terapia efectiva.

La incorporacién de ingredientes activos en sistemas de tamafio nanométrico ha ayudado a mejorar las limitaciones
de formulacién que presentan estas moléculas, incrementando adicionalmente su potencial en terapéutica. Mejoras en
la solubilidad, proteccidn frente a la degradacién o mayor penetracion de los ingredientes activos son algunas de las
ventajas que ofrece la nanoencapsulacién de moléculas activas.

Es también conocido que la capacidad de estos sistemas para atravesar las barreras externas y acceder al interior
del organismo depende tanto de su tamafio como de su composicién. Particulas de pequefio tamafio aumentaran el
grado de transporte respecto a las de un mayor tamafo: los nanosistemas, de didmetro inferior a 1 um, responden a
este criterio. Si se elaboran a partir de polimeros de origen natural, biocompatibles y biodegradables, incrementan las
posibilidades de que los nanosistemas sean transportados a través de las mucosas del organismo de forma natural,
mediante mecanismos de transporte conocidos y sin alterar la fisiologia de los epitelios.

La lecitina es una sustancia de origen natural cuyo componente principal es la fosfatidilcolina (fosfolipido de ca-
rdcter neutro) y cuyos componentes secundarios son el fosfatidilinositol, el 4cido fosfatidico (fosfolipidos de carga
negativa), otros fosfolipidos como la fosfatidiletanolamina y la lisofosfatidilcolina, y otros componentes como tocofe-
rol o triglicéridos.

La poliarginina (PArg) es un poliaminodcido hidrofilico y catiénico que mantiene su carga positiva en casi la
totalidad del rango de pH debido al fuerte cardcter alcalino de sus grupos guanidino. Este homopolimero se encuentra
incluido dentro de la familia de los llamados dominios transductores de proteinas (PTD, protein transduction domains).
Los PTD son moléculas que han demostrado su capacidad para atravesar eficazmente las membranas bioldgicas y
tras su modificacién quimica han sido utilizados para aumentar la captacién celular de proteinas y de moléculas de
mayor tamafo. De este modo, los estudios clinicos llevados a cabo para la obtencion de una vacuna para la hepatitis
C compuesta por el poliaminoacido poliarginina como immunoestimulador, muestran el incremento de la respuesta
inmune por parte de las células T sin observarse antigenicidad por parte del polimero (Mattner et al. Cancer Res.
(2002) 62:1477). Esta capacidad de internalizacién también ha sido utilizada en terapia génica en la modificacién de
liposomas para la vehiculizacién de siRNA obteniéndose elevados niveles de transfeccion (Zhang et al. J. Control.
Release. (2006) 112(2):229).

Asimismo, diversos estudios demuestran la capacidad promotora de la absorcién de la poliarginina para el paso de
marcadores fluorescentes a través de la mucosa nasal (Miyamoto et al. Eur. J. Pharm. Biopharm (2001) 52(1):21), del
péptido natriurético auricular o de la calcitonina (Natsume et al. Drug Deliv. Syst. (1999) 14:21). En el documento
US2003215491 también se describe la capacidad de la poliarginina como promotor de la absorcion por via nasal de
moléculas bioactivas mediante la formacién de matrices lipidicas constituidas por fosfolipidos o por aceites.

En el documento US005716614A1 se utiliza también la combinacién de dcidos grasos con poliarginina para la
formacién de sistemas de liberaciéon de moléculas activas como micelas, vesiculas o liposomas dirigidos al sistema
nervioso central.

Otros sistemas formulados a partir de poliarginina son los divulgados en los documentos US2006269606 y
WO02006116546, en los que se describe la formacién de microcdpsulas formadas por un nicleo recubierto por el
poliaminodcido poliarginina para la vehiculizacién de moléculas activas. En este punto es conveniente resaltar que las
técnicas de microencapsulacidn destinadas a la formacién de microparticulas o microcdpsulas difieren generalmente
de las nanotecnologias aplicadas a la formacién de nanosistemas. Asimismo, los sistemas coloidales obtenidos por
ambos procesos presentan caracteristicas muy diferentes no sélo en relacién a su tamafio, sino también respecto al
comportamiento de los mismos y posterior aplicacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2347119 Al

Por otro lado, la arginina es ampliamente conocida como precursor del 6xido nitrico, importante agente vaso-
dilatador; por lo que la poliarginina ha sido utilizada como agente terapéutico para el recubrimiento de implantes
cardiovasculares. De este modo, en el documento US2006062821 se describe la formulacién de nicleos poliméricos
recubiertos con poliarginina para la obtencién de emulsiones recubiertas, microsferas o liposomas destinados a la
formacién de dispositivos implantables en cardiologia.

Asi pues, existe la necesidad creciente de proporcionar sistemas de liberacién de ingredientes activos alternativos
a los existentes en la actualidad. Particularmente, seria conveniente disponer para determinadas aplicaciones de nano-
sistemas estables, que fueran aptos para encapsular moléculas de distinta solubilidad y que ademds presentaran buenas
propiedades de adsorcién e internalizacion en las superficies bioldgicas.

Descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencién han desarrollado un sistema de nanocédpsulas de facil obtencién median-
te distintos procedimientos experimentales, en donde las nanocdpsulas comprenden poliarginina en forma de sal, y
un nucleo oleoso, que comprende a su vez un aceite y un componente fosfolipidico con caracter negativo. Dichos
sistemas de nanocdpsulas permiten una eficaz asociacién de ingredientes activos, independientemente de su hidrofili-
cidad/hidrofobicidad, y la consiguiente liberacién en el medio adecuado. El tamafio reducido de dichas nanocapsulas,
didmetro inferior a 1 um, posibilita su paso a través de mucosas y que sean internalizadas por las células. Asimismo, la
presencia de un recubrimiento de poliarginina facilita su absorcion y otorga estabilidad a las nanocdpsulas, ademas de
conferir una carga superficial altamente positiva, que permite la interaccioén con superficies bioldgicas del organismo
cargadas negativamente, como son las mucosas o las células tumorales.

Asi, en un primer aspecto la invencidn se dirige a un sistema para la administracion de ingredientes activos que
comprende nanocdpsulas con un didmetro inferior a 1 um que comprenden una sal de poliarginina, un fosfolipido
negativo y un aceite.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende los sistemas definidos
anteriormente.

En otro aspecto, la invencién hace referencia a una composicién cosmética que comprende los sistemas definidos
anteriormente.

Asimismo, la invencidn se refiere al uso de dichos sistemas en la preparacién de un medicamento. En una realiza-
cién particular, dicho uso estd relacionado con el tratamiento del cancer.

En un aspecto adicional, la invencién se dirige a un procedimiento para la obtencion de los sistemas definidos
anteriormente, que comprende:

a) preparar una disolucién acuosa de una sal de poliarginina;
b) preparar una disolucién orgédnica de un fosfolipido negativo y un aceite;

¢) mezclar bajo agitacién las disoluciones preparadas en las etapas a) y b), obteniéndose espontineamente
las nanocdpsulas; y

d) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos de la mezcla obtenida en la etapa
anterior hasta volumen constante.

Segun realizaciones particulares, la encapsulacién de un ingrediente activo se lleva a cabo por adicién a la etapa a)
o0 ala etapa b) o bien una vez formadas las nanocapsulas, dependiendo de la solubilidad de dicho ingrediente activo.

En una realizacién mas particular, un ingrediente activo hidrofébico, se afiade a la disolucién orgénica de la etapa
b). En otra realizacién mds particular, si el ingrediente activo es hidréfilo se afiade preferentemente disuelto en agua en
la etapab). Segtin otra realizacion particular, para incorporar un ingrediente activo hidrofilico, se puede hacer mediante
incorporacién del mismo a las nanocdpsulas obtenidas en la etapa d).

En otro aspecto adicional, la invencidn se dirige a un procedimiento para la obtencion de los sistemas definidos
anteriormente, que comprende recubrir una nanoemulsién, constituida al menos por un fosfolipido negativo, un aceite
y una fase acuosa, con una sal de poliarginina mediante un proceso de incubacidn con una disolucién acuosa de una
sal de poliarginina.

Segtin una realizacién particular, el procedimiento ademds comprende afiadir un ingrediente activo.

Segin una realizacion mds particular, en caso de que el ingrediente activo tenga un caracter hidrofilico, dicho
ingrediente activo se afiade a la nanoemulsién, preferentemente disuelto en agua. Segtin otra realizacién mas particular,
en caso de que el ingrediente activo tenga un cardcter hidrofébico, dicho ingrediente activo se aiade en el proceso de
formacién de la nanoemulsién, preferentemente disuelto en etanol.
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Segtn otra realizacién particular, el ingrediente activo se incorpora mediante adsorcion a las nanocapsulas previa-
mente formadas.

Segtin realizaciones particulares de los procedimientos anteriores, se aflade un componente auxiliar a la disolucién
preparada en la etapa b) o a la nanoemulsidn, el cual sera preferiblemente un derivado hidr6fobo de polioxietileno, y
mas preferiblemente estearato de polietilenglicol. Este componente auxiliar permite modular la carga eléctrica super-
ficial de las nanocdpsulas del sistema, asi como aportarles un escudo protector para mejorar su estabilidad en fluidos
bioldgicos.

Descripcion de las figuras
Figura 1: Imdgenes de TEM de sistemas de nanocdpsulas de poliarginina (PArg) al 3 y al 6% p/p, respectivamente.

Figura 2: Evaluacién del grado de asociacién de pADN a los sistemas de nanocdpsulas (NCs) de poliarginina
mediante electroforesis a distintas relaciones de carga (3, 10 y 30%). Los sistemas estudiados fueron:

- pADN libre
- Sistemas de nanocépsulas de poliarginina/pADN
- Sistemas de nanocépsulas de poliarginina/pADN + heparina
Figura 3: Tamaiio de los complejos de ADN/poliarginina en agua y en tampon fosfato.

Figura 4: Evaluacién del grado de asociacién de pADN a los sistemas de nanocdpsulas de pADN/poliarginina, a
los sistemas de nanocdpsulas de pADN/poliarginina-PEG y a los complejos pADN/poliarginina.

Figura 5: Perfil de liberacion de docetaxel (DCX) de sistemas de nanocédpsulas de poliarginina.

Figura 6: Evaluacién del tamafio de particula de la formulacién de sistemas de nanocdpsulas de poliarginina del
3% p/p durante su almacenamiento a 4°C y 37°C (tamafio (nm) vs tiempo (meses)).

Figura 7: Evaluacién del tamafio de particula de la formulacién de sistemas de nanocdpsulas de poliarginina del
6% p/p durante su almacenamiento a 4°C y 37°C (tamafio (nm) vs tiempo (meses)).

Figura 8: Evaluacién del efecto del crioprotector trealosa (al 5 y al 10% p/v) sobre el tamafio de particula de los
sistemas de nanocdpsulas de poliarginina (al 3 y al 6% p/p) tras el proceso de liofilizacion.

Figura 9: Estudio de la capacidad de inhibicién de la proliferacién celular de los sistemas de nanocédpsulas de
poliarginina. Se representa el % de viabilidad celular a diferentes concentraciones de DCX para NC de poliarginina,
DCX en disolucién, NC de poliarginina/DCX.

Figura 10: Estudio de la captura celular de los sistemas de nanocdpsulas de poliarginina. Valores obtenidos de
entrada celular de los sistemas de nanocdpsulas de poliarginina en comparacién con la nanoemulsién y el marcador
fluorescente libre.

Figura 11: Estudio de la captura celular de los sistemas de nanocdpsulas de poliarginina dependiendo de la canti-
dad de poliarginina en el nanosistema. Valores obtenidos de entrada celular de las formulaciones de los sistemas de
nanocépsulas de poliarginina 3 y 6% p/p.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se dirige a la elaboracién de sistemas de nanocédpsulas para la administraciéon de ingre-
dientes activos, en donde las nanocdpsulas del sistema tienen un didmetro inferior a 1 um y comprenden una sal de
poliarginina, un fosfolipido negativo, y un aceite.

La interaccidn electrostética que se produce entre la forma protonada positivamente de la poliarginina con el fosfo-
lipido negativo da lugar a la formacidn de los sistemas de nanocdpsulas. Es importante destacar la diferencia existente
entre los sistemas de nanocépsulas y sistemas de nanoemulsiones, ya que la ventaja de las los sistemas de nanocap-
sulas con respecto a los sistemas de nanoemulsiones es la presencia de un polimero recubriendo los nticleos oleosos
de las nanocdpsulas que les puede conferir propiedades mucoadhesivas, promotoras de la absorcién o de proteccién
frente a la agregacion. Estos sistemas de nanocdpsulas presentardn ademads ventajas respecto a otros sistemas de mayor
tamafio (microparticulas, pellets, films, esponjas...) en cuanto a sus aplicaciones bioldgicas. De hecho, se sabe que la
interaccién de un sistema de liberacién de farmacos con una superficie bioldgica esta altamente condicionada por su
tamafio. Asi, las nanocdpsulas son capaces de atravesar mucosas y de ser internalizadas por las células actuando como
sistemas de transporte de farmacos, mientras que las microparticulas no tienen esa capacidad. Igualmente, la biodis-
tribucion de estos sistemas estd altamente condicionada por el tamafio. El conocimiento generado en los dltimos afios
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en el mundo de los sistemas coloidales de liberacién de farmacos ha permitido fijar una frontera claramente definida
entre los nanosistemas (inferiores a una miera) y los sistemas microparticulares.

Asimismo, es importante destacar la diferencia entre los sistemas de nanocapsulas y “complejos”. Se entiende por
“complejos” la nanoestructura formada por la interaccién de polielectrolitos o bien por polielectrolitos y tensioac-
tivos de carga opuesta. Los sistemas de nanocdpsulas de la presente invencion se diferencian de los complejos de
poliarginina (Kim et al. Mol. Ther. (2006) 14:343) por tratarse de un sistema transportador nanocapsular que aporta
mayor homogeneidad al sistema, asi como la posibilidad de coencapsular en el nicleo otros componentes como por
ejemplo principios activos o excipientes. Estas caracteristicas permiten mantener la integridad y funcionalidad de la
nanoestructura asi como aportar mayor estabilidad en presencia de fluidos bioldgicos.

Las nanocdapsulas de los sistemas de la presente invencién presentan un didmetro medio inferior a 1 ym, respon-
diendo por tanto a la definiciéon de nanosistema, sistema coloidal constituido a base de polimeros con un tamafio
inferior a 1 um, es decir, tienen un tamafio de entre 1 y 999 nm, preferiblemente de entre 50 y 500 nm. El tamafio
de las nanocépsulas estd influido principalmente por la composicién y las condiciones de formacién y puede medirse
utilizando procedimientos estdndar conocidos por el experto en la técnica, y que se describen, por ejemplo, en la parte
experimental a continuacion. El tamafio de las mismas no varia notoriamente al modificar la relacién de poliarginina
en la formulacion, obteniéndose en todos los casos sistemas de tamafio nanométrico.

La carga superficial de las nanocdpsulas de poliarginina presenta valores altamente positivos, siendo un aspecto
importante ya que frecuentemente interesa para obtener mayor interaccion con las superficies bioldgicas del orga-
nismo, y particularmente con las mucosas o con células tumorales, cuya superficie es mas negativa en relacion a las
células sanas. Por tanto, la carga positiva de las nanocapsulas favorece la interaccién con superficie bioldgicas y, como
consecuencia, se verd favorecido que los ingredientes activos asociados al sistema de nanocédpsulas de poliarginina
actien sobre los tejidos diana.

En una realizacion particular, la sal de poliarginina se selecciona entre clorhidrato, bromhidrato, acetato y sulfato.
De forma preferida la sal de poliarginina es clorhidrato.

En la presente invencidn, el término “fosfolipido negativo” alude a un componente fosfolipidico que comprende un
unico fosfolipido cargado negativamente o una mezcla de fosfolipidos cuya carga global es negativa, como es el caso
de algunos fosfolipidos de origen natural, tal como la lecitina. En una realizacién particular, el fosfolipido negativo se
selecciona entre lecitina, fosfatidil glicerol, fostatidil serina, fosfatidil inositol, difosfatidil glicerol y 4dcido fosfatidico.
De forma preferida el fosfolipido negativo es lecitina.

En otra realizacion particular, el aceite se selecciona entre aceite de cacahuete, algodon, oliva, ricino, soja, cartamo,
palma; vitamina E, miristato de isopropilo, escualeno, Mygliol®, Labrafil®, Labrafac®, Peceol® y Maisine®. De forma
preferida el aceite es Mygliol®.

El término “ingrediente activo” se refiere a cualquier sustancia que se utiliza en el tratamiento, cura, prevencion o
diagnéstico de una enfermedad o que se utiliza para mejorar el bienestar fisico y mental de seres humanos y animales.
El ingrediente activo podré ser por ejemplo un firmaco, una vitamina, una vacuna, etc., o un agente cosmético. Los
sistemas de nanocdpsulas objeto de la presente invencion son adecuados para incorporar ingredientes activos indepen-
dientemente de las caracteristicas de solubilidad de los mismos. La capacidad de asociacién dependerd de la molécula
incorporada, pero en términos generales serd elevada tanto para moléculas hidroéfilas, como para las de marcado cardc-
ter hidr6fobo. En una realizacion particular, el ingrediente activo se selecciona entre péptidos, proteinas, compuestos
lipidicos o lipofllicos, compuestos sacaridicos, compuestos de dcidos nucleicos o nucleétidos como oligonucleétidos,
polinucledtidos o bien combinaciones de las moléculas citadas.

En una realizacién preferida, el ingrediente activo es docetaxel. En otra realizacién preferida, el ingrediente activo
se selecciona entre un acido nucleico, tal como un oligonucledtido, ARN de interferencia, un plasmido de ADN o un
polinucleétido, preferentemente el ingrediente activo es un plasmido de ADN.

La proporcién de ingrediente activo incorporado en el sistema puede llegar a ser de hasta aproximadamente el 50%
en peso con respecto al peso total de los componentes del sistema. Sin embargo, la proporcién adecuada dependera en
cada caso del ingrediente activo que va a incorporarse, la indicacion para la que se utiliza y la eficiencia de adminis-
tracién. En una realizacién particular, la proporcién de principio activo puede llegar a ser de hasta aproximadamente
el 10% en peso, preferentemente hasta aproximadamente el 5%.

En el caso especifico de incorporar como principio activo un polinucleétido tal como un plasmido de ADN o ARN
de interferencia, la proporcién del mismo en dicho sistema puede llegar a ser de hasta aproximadamente el 30% en
peso, preferiblemente hasta aproximadamente el 10%.

En una realizacién particular, los sistemas definidos anteriormente pueden incorporar en su estructura capsular
un componente auxiliar que mejore su estabilidad en fluidos biol6gicos y reduzca su captura por parte del sistema
inmune (sistema fagocitico mononuclear). Este componente auxiliar serd preferiblemente un derivado hidréfobo de
polioxietileno, y mds preferiblemente es estearato de polietilenglicol.
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El procedimiento de obtencién de los sistemas de nanocédpsulas es un método sencillo que evita condiciones dras-
ticas como altas temperaturas. Ademads, tampoco es necesario llevar a cabo ningtin tipo de reaccién quimica para la
obtencion de los mismos, ya que segun se ha indicado el procedimiento de obtencidn del sistema es mediante inte-
raccion idnica. Por tanto, se preserva asi la integridad de las moléculas incorporadas al sistema, susceptibles de ser
degradadas. Para lograr la formacidn de nanocépsulas en un rango de tamafios deseado, se procede a la formacién de
los ntcleos oleosos constituidos por el aceite y recubiertos por el fosfolipido negativo, simultineamente se produce
la interaccién electrostética entre el fosfolipido y el poliaminoédcido poliarginina que conducird a la obtencién de las
nanocapsulas de poliarginina. Se trata, por tanto, de un proceso de emulsificacién-difusién de solventes, que ocurre de
manera controlada y proporcionard estabilidad al sistema, sin que exista la necesidad de creacién de enlaces covalentes
entre los componentes.

Un procedimiento particular para la obtencién de los sistemas de la invencién comprende:
a) preparar una disolucién acuosa de una sal de poliarginina;
b) preparar una disolucién orgdnica de un fosfolipido negativo y un aceite;

¢) mezclar bajo agitacién las disoluciones preparadas en las etapas a) y b), obteniéndose espontdneamente
las nanocdpsulas; y

d) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos de la mezcla obtenida en la etapa
anterior hasta volumen constante.

Los sistemas de la presente invencion se pueden preparar mediante un procedimiento alternativo que comprende
recubrir una nanoemulsién con una sal de poliarginina mediante un proceso de incubacién con una disolucién acuosa
del polimero.

En una realizacion particular el proceso de incubacién comprende mezclar la nanoemulsién con una disolucién
acuosa de poliarginina. En una realizacién mds particular, el proceso de incubacién comprende mezclar la nanoemul-
sién con una disolucién acuosa de poliarginina en una proporcion preferida 4:1 (nanoemulsion:disolucién de PArg),
produciéndose de forma inmediata el recubrimiento.

Dicha nanoemulsién estd constituida al menos por un fosfolipido negativo, un aceite y una fase acuosa. La fa-
se acuosa es preferentemente agua bidestilada, si bien puede contener agentes tensoactivos, sales, y otros agentes
auxiliares.

Los procedimientos de preparacion de dicha nanoemulsién son conocidos en el estado del arte, y pueden compren-
der un proceso de difusién, sonicacién u homogeneizacién (Prego et al. J. Nanosci. Nanotechnol. (2006) 6:1; Tadros
et al. Adv. Colloid Interface Sci. (2004) 109:303).

Un procedimiento particular para la obtencién de la nanoemulsién comprende:

1) preparar una disolucién orgdnica de un fosfolipido negativo y un aceite;

ii) afiadir la disolucidn obtenida en la etapa i) sobre una fase acuosa en agitacion para formar una nanoemul-
sion;

iii) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos hasta volumen constante.

Otro procedimiento particular para la obtencién de la nanoemulsién comprende:
i) preparar una disolucién organica de un fosfolipido negativo y un aceite;

ii) afiadir la disolucién obtenida en la etapa i) sobre una fase acuosa y sonicar durante aproximadamente
1 minuto;

iii) diluir aproximadamente 1:10 con agua la emulsion obtenida en la fase ii)

iv) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes orgdnicos hasta volumen constante.

Otro procedimiento particular para la obtencién de la nanoemulsién comprende:
i) preparar una disolucion organica de un fosfolipido negativo y un aceite;

ii) afiadir la disolucién obtenida en la etapa i) sobre una fase acuosa y homogeneizar durante aproximada-
mente 5 minutos;
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iii) diluir aproximadamente 1:8 con agua la emulsién obtenida en la fase ii) y homogeneizar durante aproxi-
madamente 10 minutos;

iv) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes orgdnicos hasta volumen constante.

Segin una realizacion particular de los procedimientos anteriores, un componente auxiliar constituido por un
derivado hidréfobo de polioxietileno, se afade a la disolucién de la etapa b) o a la etapa i). De forma preferida,
el componente es estearato de polietilenglicol. En una realizaciéon més preferida, el estearato de polietilenglicol se
encuentra en una relacién aproximada de entre el 1 y 2% p/v (peso de estearato de polietilenglicol/volumen de formula-
cidn).

Segtn realizaciones particulares de los procedimientos anteriores, si el ingrediente activo es hidrofébico, dicho
ingrediente activo se afiade a la disolucién orgdnica de la etapa b) o de la etapa i). De manera preferida, dicho ingre-
diente activo hidrofébico se afiade disuelto en etanol. Segun otras realizaciones particulares, si el ingrediente activo es
hidrofilico, dicho ingrediente activo se afiade a la disolucién de la etapa b) o de la etapa i). De manera preferida, dicho
ingrediente activo hidréfilo se afiade disuelto en una disolucién acuosa. También es posible incorporarlo mediante
adsorcion a la suspension de nanocdpsulas obtenidas en la etapa d) o tras el proceso de incubacién una vez formadas
las nanocdpsulas.

La formacién de las nanocdpsulas se produce al mezclar volimenes de las soluciones mencionadas en diferentes
proporciones. De este modo, las nanocédpsulas tendrdn una composicién constante respecto a los niicleos oleosos, va-
riando la relacién de poliarginina aproximadamente entre el 1 y el 27% p/p (peso de poliarginina/peso de formulacion).
De forma preferida, la disolucién acuosa de una sal de poliarginina estd compuesta por 0,1-60 mg de poliarginina.

El disolvente de la disolucién orgédnica es preferentemente una mezcla de etanol/acetona, ain mas preferentemen-
te en una proporcién aproximada de entre 1/15 y 1/20, u otros disolventes orgdnicos como diclorometano. En una
realizacién particular, sobre la disolucién del fosfolipido se adiciona el aceite.

Un ejemplo particular para la obtencidn de los sistemas de nanocdpsulas de la invencién siguiendo el primer
procedimiento descrito anteriormente comprende:

a) preparar una disolucién acuosa de una sal de poliarginina de 10 ml de volumen en los que se disuelve de 1
a 30 mg de poliarginina;

b) preparar una fase oleosa compuesta por una disolucién etanol/acetona (0,25:4,7 ml) de lecitina (20 mg)
y opcionalmente estearato de PEG (48-96 mg), a la que se le adiciona 62,5 ul de Miglyol® 812. En esta
etapa se puede incorporar, si se desea, un ingrediente activo hidréfilo disuelto en un pequefio volumen de
fase acuosa (25 ul);

¢) mezclar bajo agitacién las disoluciones resultantes de las etapas a) y b), obteniéndose espontdneamente las
nanocdpsulas;

d) opcionalmente, evaporar los disolventes orgdnicos de la mezcla obtenida en la etapa anterior hasta volumen
constante.

El procedimiento de elaboracién de los sistemas de nanocdpsulas de poliarginina puede incluir una etapa adicional
de liofilizacidn, con el fin de preservarlos durante su almacenamiento para que conserven sus caracteristicas iniciales.
Para la liofilizacién de los sistemas es necesaria la adicién de aziicares que ejerzan efecto crioprotector. Entre los
azucares utiles para llevar a cabo la liofilizacion se encuentran por ejemplo trealosa, glucosa, sucrosa, manitol, maltosa,
polivinil pirrolidona (PVP). En forma liofilizada, las nanocdpsulas pueden ser almacenadas durante largos periodos de
tiempo, y ser facilmente regeneradas, en caso necesario, simplemente afiadiendo un volumen de agua 6ptimo.

De acuerdo con esta etapa adicional, la presente invencién se refiere también a los sistemas de nanocapsulas de
poliarginina bajo forma de liofilizado.

Los sistemas de nanocdpsulas aqui descritos presentan una estabilidad adecuada tanto en suspensién como bajo
forma de liofilizado, por lo que pueden ser almacenadas durante largos periodos de tiempo. Por otra parte, también
ha sido estudiada su estabilidad en determinados fluidos bioldgicos lo cual garantiza que tras su administracion a
organismos, humano o animal, permanecerdn bajo forma nanocapsular.

Los sistemas de nanocdpsulas de poliarginina de esta invencién presentan ventajas en comparacién con otros siste-
mas de administracién y/o liberacién de formacos, dado que presentan mejor estabilidad en fluidos bioldgicos en com-
paracién con otros nanosistemas, como por ejemplo frente a complejos. La encapsulacién de principios activos, como
pADN, en las nanocdpsulas de poliarginina aqui descritas, es preferible frente a los complejos de pADN/poliarginina
por la mejora en la estabilidad del sistema. Ademads, la existencia de un transportador nanocapsular aporta una mayor
homogeneidad al sistema, asi como la posibilidad de coencapsular en el nicleo de la nanocapsula otros componentes,
como principios activos, o bien excipientes.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2347119 Al

Los sistemas de nanocdpsulas de la invencién, que comprenden poliarginina en su composicién, han demostrado
poseer excelentes propiedades promotoras de la absorciéon debido a la gran capacidad de internalizacion celular que
presenta dicho poliaminodcido, lo cual las convierte en sistemas de gran utilidad como sistemas farmacéuticos y
cosméticos.

Asi, la invencion en una realizacion particular se refiere a una composicion farmacéutica, que comprende los siste-
mas de nanocdpsulas anteriores, y opcionalmente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En particular,
la incorporacién de ingredientes activos en las nanocdpsulas de la invencion origina sistemas, cuyas caracteristicas
determinadas en cuanto a su composicién, propiedades y morfologia, les confieren un elevado potencial en el campo
de la terapéutica. El ingrediente activo a incorporar en los sistemas de la invencidn serd aquél con propiedades far-
macoterapéuticas adecuadas de acuerdo con la aplicacién terapéutica a la cual sea destinada la formulacién. En una
realizacién particular, el ingrediente activo se selecciona entre péptidos, proteinas, compuestos lipidicos o lipofilicos,
compuestos sacaridicos, compuestos de dcidos nucleicos o nucleétidos como oligonucleétidos, polinucleétidos o bien
combinaciones de las moléculas citadas.

En una realizacién preferida, el ingrediente activo es docetaxel. En otra realizacién preferida, el ingrediente activo
se selecciona entre un dcido nucleico, tal como un oligonucleétido, ARN de interferencia, un pldsmido de ADN o un
polinucleétido, preferentemente el ingrediente activo es un plasmido de ADN.

Dichas composiciones farmacéuticas pueden ser administradas por diferentes vias, tales como a través de mucosas,
tépica o parenteralmente, y entre ellas resulta de elevado interés la administracién a través de mucosas.

La proporcién de principio activo incorporado en los sistemas puede llegar a ser de hasta aproximadamente el
50% en peso con respecto al peso total de los componentes del sistema de nanocdpsulas. Sin embargo, la proporcién
adecuada dependera en cada caso del ingrediente activo que va a incorporarse, la indicacion para la que se utiliza y
la eficiencia de administracién. En una realizacion particular, la proporcion de principio activo puede llegar a ser de
hasta aproximadamente el 10% en peso, preferentemente hasta aproximadamente el 5%.

En el caso especifico de incorporar como principio activo un polinucleétido tal como un plasmido de ADN o
ARN de interferencia, la proporcién del mismo en dicho sistema puede llegar hasta aproximadamente el 30% en peso,
preferiblemente hasta aproximadamente el 10%.

Debido a sus buenas propiedades para la administracién sobre o a través de la piel, y a su estabilidad duradera,
el sistema de nanocédpsulas de la invencion también es adecuado para aplicaciones cosméticas. Por lo tanto, en otro
aspecto, la invencion se dirige a una composicion cosmética que comprende los sistemas de nanocdpsulas previamente
descritos, junto con uno o mas excipientes cosméticamente aceptables. Las composiciones cosméticas segtin la inven-
cioén incluyen cualquier composicion liquida (suspension o dispersién de nanocdpsulas) o cualquier composicién que
esté en la forma de gel, crema, pomada o balsamo para su administracién por via tépica. Dicha composiciéon cosmé-
tica puede ser aplicada a diversas partes superficiales del cuerpo humano o animal tal como la piel, sistema piloso y
capilar, ufias, labios y 6rganos genitales externos, y a dientes o mucosas del cuerpo humano o animal. En una reali-
zacion particular de la invencion, la composicién cosmética tiene una finalidad higiénica o de estética, o se emplea
para neutralizar o eliminar ectoparasitos, o con el fin de perfumar, modificar el aspecto de la piel y/o corregir olores
corporales y/o protegerlos o0 mantenerlos en buen estado.

En una variante de la invencion, la composicién cosmética también puede incorporar ingredientes activos de na-
turaleza lipdfila e hidréfila que, aunque no tengan ningtin efecto terapéutico, tienen propiedades como agente cosmé-
tico. Entre los ingredientes activos que pueden incorporarse en los sistemas de nanocédpsulas pueden citarse agentes
emolientes, conservantes, sustancias de fragancia, agentes antiacné, agentes antiftingicos, antioxidantes, desodoran-
tes, antitranspirantes, agentes contra la caspa, despigmentantes, agentes antiseborreicos, tintes, lociones bronceadoras,
absorbentes de luz UV, enzimas, sustancias de fragancia, entre otros.

Tal como se ha descrito anteriormente, cabe la posibilidad de que los sistemas de nanocdpsulas descritos en la
presente invencién incorporen mds de un ingrediente activo, que podran estar disueltos en la misma disolucién o
por separado, dependiendo esto de la naturaleza de las moléculas a incorporar, evitando que exista ningin tipo de
interaccién, bien sea quimica o fisica, entre ellos.

A continuacién, para una mayor comprensioén de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién, se hara
referencia a una serie de ejemplos que de forma explicativa completan la descripcioén anterior, sin suponer en modo
alguno que ésta se vea limitada a los mismos.

Ejemplos
Durante la exposicion de los siguientes ejemplos se empleardan una serie de abreviaturas:

PArg = poliarginina

Nanocdpsulas de PArg = Este término se utiliza por simplicidad en los ejemplos y las figuras para referirse a los
nanosistemas cuyas nanocdpsulas comprenden PArg, Miglyol® 812 y lecitina.
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Nanocépsulas de PArg-PEG = Este término se utiliza por simg@licidad en los ejemplos y las figuras para referirse a
los nanosistemas cuyas nanocdpsulas comprenden PArg, Miglyol® 812, lecitina y estearato de PEG. DCX = docetaxel

PADN = 4cido desoxirribonucleico plasmidico

La sal de PArg utilizada en los siguientes ejemplos fue el clorhidrato de poli-L-arginina de peso molecular entre
5000 y 15000 Da.

Ejemplo 1

Evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de las nanocdpsulas de PArg y nanocdpsulas de PArg-PEG en
funcion de la cantidad de polimero

Ejemplo 1.1.

Se prepararon nanocépsulas constituidas por unos nicleos oleosos recubiertos de PArg segin el procedimiento de
difusion de disolvente en una etapa:

a) se prepar6 una disolucién acuosa de clorhidrato de PArg (10 ml) en la que se disuelve de 1 a 30 mg de
PArg;

b) se prepar6 una fase oleosa compuesta por una disolucién etanol/acetona (0,25:4,7 ml) de lecitina (20 mg) a
la que se le adiciona 62,5 ul de Miglyol® 812. Opcionalmente, en esta etapa se puede incorporar estearato
de PEG (48-96 mg) para dar lugar a las nanocédpsulas de PArg-PEG 1y 2% p/v respectivamente;

¢) se mezclaron bajo agitaciéon magnética durante 5 minutos las disoluciones resultantes de las etapas a) y b),
obteniéndose espontdneamente las nanocapsulas;

d) se evaporaron los disolventes orgdnicos hasta volumen constante.

Cuando en la realizacién de este procedimiento las nanocapsulas estaban constituidas por 2,5 y 5 mg de clorhidrato
de PArg, se obtuvieron las nanocédpsulas de PArg al 3 y 6% p/p respectivamente.

Una vez preparadas, se midi6 su didmetro medio, indice de polidispersién asi como su carga eléctrica superficial
(potencial zeta) y se tomaron fotos de las nanocdpsulas mediante microscopia electrénica de transmision. En la tabla
1 y figura 1 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcién de la cantidad de PArg en la
disolucién acuosa de la etapa a).

TABLA 1
Formulacién PAr%nitg)pa 2) Tamaifio (nm) PI | Potencial Zeta (mV)
NCs PArg 1 167+ 1 0,01 +35+1
NCs PArg-PEG 1% p/v 1 150 £ 2 0,09 125+ 1
NCs PArg-PEG 2% p/v 1 117+ 1 0,12 +27+1
NCs PArg 2,5 137+ 11 0,13 +50+6
NCs PArg 5 145 % 13 0,10 +53+6
NCs PArg 25 120+ 2 0,11 +61 £ 1
NCs PArg 30 199+ 1 0,54 +56 +2
NCs PArg-PEG 1% p/v 30 122+ 4 0,37 +43 £2
NCs PArg-PEG 2% p/v 30 111 £2 0,11 +41 +3
Ejemplo 1.2.

Se prepararon nanocdpsulas constituidas por unos nicleos oleosos recubiertos de PArg segin el procedimiento de
difusion de disolvente en dos etapas:

i) se preparé una fase oleosa compuesta por una disolucién etanol/acetona (0,25:4,7 ml) de lecitina (20 mg)
ala que se le adiciona 62,5 ul de Miglyol® 812. Opcionalmente se puede incorporar estearato de PEG (48-
96 mg) para dar lugar a las nanocdpsulas de PArg-PEG 1 y 2% p/v respectivamente;

ii) se afade la disolucién obtenida en la etapa i) sobre 10 ml de agua bidestilada bajo agitacion magnética
manteniéndose durante 5 minutos, de este modo se obtiene espontdneamente la nanoemulsion;
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iii) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante;

iv) se recubri6 la nanoemulsién obtenida en la etapa iii) mediante un proceso de incubacién con una disolucién
acuosa (1 ml) compuesta por 0,1 a 60 mg de PArg, en una proporcién 4:1 (nanoemulsién:disolucién de
PArg), produciéndose de forma inmediata el recubrimiento, independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midié su didmetro medio, indice de polidispersion asi como su carga eléctrica superficial
(potencial zeta). En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcién de la cantidad de
PArg en la etapa iv).

Cuando en la realizacion de este procedimiento las nanocédpsulas estaban constituidas por 2,5 y 5 mg de clorhidrato
de PArg, se obtuvieron las nanocédpsulas de PArg al 3 y 6% p/p respectivamente.

TABLA 2
Formulacion PAr%:ltga)p 2V Tamaiio (nm) PI Potencial Zeta (mV)
NE - 135+4 0,16 -59+2
NE-PEG 1% p/v - 119+3 0,12 24+3
NE-PEG 2% p/v - 140 £2 0,08 -12+2
NCs PArg 0,05 156 £ 9 0,15 522
NCs PArg-PEG 1% p/v 0,05 108 +3 0,11 -85
NCs PArg-PEG 2% plv 0,05 135+£2 0,08 +3+1
NCs PArg 0,6 165+ 3 0,16 +44 + 2
NCs PArg 5 158 £2 0,12 +54 +3
NCs PArg 10 161 £ 1 0,16 +55+1
NCs PArg 30 334+4 0,42 +54 + 1
NCs PArg-PEG 1% p/v 30 120+ 1 0,16 +28 +2
NCs PArg-PEG 2% p/v 30 136 £ 1 0,08 +28 % 1
Ejemplo 1.3.

Se prepararon nanocdpsulas constituidas por unos ntcleos oleosos recubiertos de PArg segin el procedimiento de
sonicacion:

i) se prepar6 una fase oleosa compuesta por una disolucién de lecitina (20 mg) en diclorometano (1 ml) a la
que se le adiciona 62,5 ul de Miglyol® 812;

ii) se afiadi6 la disolucién obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua bidestilada y se sonic6 durante 1 minuto;

iii) se diluyé la emulsién obtenida con agua (dilucién 1:10);

iv) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante para formar una nanoemulsién; y

v) se recubri6 la nanoemulsion obtenida en la etapa iv) mediante un proceso de incubacién con una disolu-
cién acuosa (1 ml) compuesta por 0,1 a 60 mg de clorhidrato PArg, en una proporcién 4:1 (nanoemul-
sién:disolucion de PArg), produciéndose de forma inmediata el recubrimiento, independientemente de la
temperatura.

Una vez preparadas, se midi6 su didmetro medio, indice de polidispersién asi como su carga eléctrica superficial
(potencial zeta). En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcién de la cantidad de
PArg en etapa v).

TABLA 3
Formulacién PArg(l;t;)p av) Tamaiio (nm) PI Potencial Zeta (mV)

NE - 192+ 9 0,09 -50+7
NCs PArg 0,05 238+ 14 0,18 -53+3
NCs PArg 0,6 212+ 10 0,17 +49+ 1
NCs PArg 5 224+ 6 0,13 +60+ 1
NCs PArg 10 204 +2 0,14 +65+ 1
NCs PArg 30 248+ 4 0,19 +60 % 1

10
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Ejemplo 1.4.

Se prepararon nanocépsulas constituidas por unos nicleos oleosos recubiertos de PArg segin el procedimiento de
homogeneizacion:

i) se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucién de lecitina (20 mg) en diclorometano (1 ml) a la
que se le adiciona 62,5 ul de Miglyol® 812;

ii) se afiadi6 la disolucién obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua bidestilada y se homogeneizé a 16.000
rpm durante 5 minutos y posteriormente a 19.000 rpm durante otros 5 minutos;

iii) se diluyé la emulsién obtenida con agua (dilucién 1:10) y se homogeneiz6 durante 3 minutos a 22.000
rpm;

iv) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante para formar una nanoemulsion; y

v) se recubrié la nanoemulsién obtenida en la etapa iv) mediante un proceso de incubacién con una disolu-
ci6én acuosa (1 ml) compuesta por 0,1 a 60 mg de clorhidrato PArg, en una proporcién 4:1 (nanoemul-
sién:disolucion de PArg), produciéndose de forma inmediata el recubrimiento, independientemente de la
temperatura.

Una vez preparadas, se midi6 su didmetro medio, indice de polidispersion asi como su carga eléctrica superficial
(potencial zeta). En la tabla 4 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcién de la cantidad de
PArg en la etapa v).

TABLA 4
Formulacién PArg(;t;)p av) Tamafio (nm) PI Potencial Zeta (mV)

NE - 2307 0,19 -53+£5
NCs PArg 0,05 343+ 37 0,26 41+3
NCs PArg 0,6 292+ 5 0,24 +48 + 2
NCs PArg 5 253+ 36 0,19 +60 £ 2
NCs PArg 10 2283 0,19 +64+ 1
NCs PArg 30 248 +4 0,45 +63+ 5

Ejemplo 2
Evaluacion de la capacidad de encapsulacion de material genético en nanocdpsulas de PArg

Se prepararon nanocépsulas de PArg en forma de clorhidrato y un niicleo oleoso compuesto por lecitina y Miglyol®
812, segtn el procedimiento previamente descrito en el ejemplo 1.1. Se procedid a la asociacién de una macromolécula
hidrofilica cargada negativamente tomando como modelo pADN. La incorporacién del ingrediente activo se llevo a
cabo mediante la adsorcion del material genético disuelto en una fase acuosa sobre una suspension de nanocdpsulas
de PArg previamente aisladas.

La asociacién de pADN sobre las nanocédpsulas de PArg se puede realizar a diferentes relaciones de carga de
material genético/nanocdpsulas. Para el pADN y la PArg utilizados en el presente estudio se encontrd que las relaciones
optimas eran del 3 y 10% (pADN/NC PArg). En la Tabla 5 se recogen los datos correspondientes al didmetro medio,
indice de polidispersion y carga superficial de las nanocédpsulas que incorporan pADN.

TABLA 5
Tamafio (nm) PI Potencial zeta (mV)
NC PArg 123+7 0,20 +56+2
3% pADN/NC PArg 129+ 4 0,22 +47+2
10% pADN/NC PArg 136 +9 0,16 +31+6

11
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Para las distintas proporciones de pADN/NC PArg ensayadas segtn el procedimiento de la invencién se determiné
cualitativamente la eficacia de asociacién (evaluando el pADN libre mediante electroforesis). En las relaciones del 3 y
10% se observé una total asociacién del pADN a las nanocdpsulas, no detectdndose la presencia de plasmido libre en el
gel. Ademds, se observé que dicha interaccion era muy fuerte, siendo necesaria la adicién de elevadas concentraciones
de heparina (15 mg/ml) para conseguir el desplazamiento del pADN (figura 2). Para la relacién del 30% se observé
una asociacion significativa aunque también se detectd la presencia de plasmido libre en el gel. Asi pues la relacién
del 3% fue la seleccionada para el resto de los estudios con pADN.

A continuacion se evalud el potencial de las nanocédpsulas de PArg como sistemas para la vehiculizaciéon de pADN
en comparacién con los complejos pADN/PArg previamente descritos en la literatura (Rudolph ez al. J. Biol. Chem.
(2003) 278(13):11411). Para ello se prepar6 una serie de complejos pADN/PArg de relaciones de peso 5:1-1:5. Los
valores de didmetro medio, indice de polidispersién asi como de carga eléctrica superficial (potencial zeta) de los
complejos se encuentran recogidos en la tabla 6.

TABLA 6
Formulacién Tamaiio (nm) | PI Potencial Zeta (mV)
Complejos 5:1 176 + 63 0,32 -11+2
Complejos 3:1 101 + 42 0,24 -12+2
Complejos 1:1 79+ 13 0,21 +19+3
Complejos 1:3 150 £ 77 0,31 +14+1
Complejos 1:5 132 £ 20 0,28 +9x1

Como se observa en la figura 3, los complejos de pADN/PArg presentan tamaiios inferiores a 200 nm cuando se
encuentran suspendidos en agua. Sin embargo, tras su dilucién en tampon fosfato se produce la agregacién masiva de
los complejos, 1o que pone de manifiesto su inestabilidad en fluidos bioldgicos. Por el contrario, las nanocapsulas de
pADN/PArg y también las de pADN/PArg-PEG presentan un comportamiento mucho mas favorable: las nanocdpsulas
de pADN/PArg-PEG permanecieron estables tras su dilucién en tamp6n fosfato y las de pADN/PArg experimentaron
un incremento inicial de su tamafio de 200 nm, pero en ningtin caso fueron objeto de agregacién masiva.

Asimismo, se evalud la posible liberacion prematura del ADN a partir de las nanocdpsulas tras su incubacién en
tampo6n fosfato. Los resultados de gel de electroforesis mostrados en la Figura 4 muestran que tanto las nanocapsulas
de PArg como las de PArg-PEG asocian eficazmente el pADN y no lo liberan tras su incubacién en tamp6n fosfato.

Ejemplo 3
Evaluacion de la capacidad de encapsulacion del farmaco hidrofobico docetaxel en nanocdpsulas de PArg

Se prepararon nanocdpsulas de PArg en forma de clorhidrato, un nicleo oleoso compuesto por lecitina y Miglyol®
812. Se procedi6 a la incorporacién de un farmaco hidrofébico, tomando para ello el docetaxel, agente antitumoral
practicamente insoluble en agua. El procedimiento de elaboracién corresponde al procedimiento previamente descrito
en el ejemplo 1.1., con una modificacion, ya que una pequefia alicuota de una solucién stock del ingrediente activo
en etanol (1-100 mg/ml) es incorporada a la fase oleosa. Posteriormente dicha fase oleosa es afiadida sobre una fase
acuosa conteniendo la PArg formandose las nanocédpsulas de PArg encapsulando docetaxel con relaciones de peso de
docetaxel/nanocédpsulas de PArg de hasta un 4%.

Una vez preparadas las nanocdpsulas segin el procedimiento de la invencién se determiné la eficacia de encap-
sulacién (evaluando el farmaco libre mediante cromatografia liquida de alta resolucién, con A=227nm), obteniéndose
una eficacia de encapsulacién del 74%. También se midieron los pardmetros didmetro medio de particula, indice de
polidispersion y potencial zeta (Tabla 7).

TABLA 7
Tamafio (nm) PI Potencial Zeta (mV)
NC PArg 145+ 13 0,1 +53+6
NC PArg DCX 170 + 10 0,1 +56 6
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Ejemplo 4
Liberacion del farmaco docetaxel de las nanocdpsulas de PArg

Se realizaron nanocépsulas de PArg encapsulando el fairmaco hidrofébico docetaxel siguiendo el procedimiento
descrito en el ejemplo 3. Las nanocépsulas fueron diluidas en tampdn acetato (pHS, baja fuerza idnica) e incubadas en
este medio en agitacion horizontal (100 rpm) a 37°C. A diversos tiempos (1, 3, 6, 24 y 48 horas), se tomaron muestras
de los medios de incubacién y se aislaron las nanocdpsulas en suspensién mediante ultrafiltracién. Finalmente se valord
indirectamente la fraccién de farmaco liberado cuantificando la cantidad de fairmaco retenida en las nanocdpsulas.

La cuantificacion del docetaxel se realizé segin lo descrito en el ejemplo 3. El perfil de cesion del farmaco de las
nanocapsulas de PArg se recoge en la figura 5.

Ejemplo 5
Evaluacion del tamario de particula de la formulacion de nanocdpsulas de PArg durante su almacenamiento

Se prepararon nanocdpsulas de PArg en forma de clorhidrato, un nicleo oleoso compuesto por lecitina y Miglyol®
812, segun el procedimiento previamente descrito. Se realizaron medidas de tamafio de particula durante nueve meses,
con el fin de obtener informacién acerca de la evolucion del sistema con el tiempo. Asimismo se evalué el efecto de la
temperatura de almacenamiento (4 y 37°C) sobre la estabilidad de las nanocdpsulas. Los resultados presentados en las
figuras 6 y 7 muestran la escasa variabilidad del tamafio de las nanocdpsulas de PArg al 3 y 6% p/p respectivamente,
durante el almacenamiento.

Ejemplo 6

Evaluacion del efecto del crioprotector trealosa sobre el tamario de particula de las nanocdpsulas de PArg tras el
proceso de liofilizacion

Se prepararon nanocdpsulas de PArg en forma de clorhidrato, un nicleo oleoso compuesto por lecitina y Miglyol®
812, segun el procedimiento previamente descrito. Se evalué el efecto que tiene el agente crioprotector trealosa durante
el proceso de liofilizacion de las nanocédpsulas de PArg y en la posterior recuperacion del tamafo de particula tras la
resuspension ensayando dos concentraciones de trealosa, 5 y 10% p/v. Asimismo, se evaluaron la influencia de la
concentracién de nanocépsulas (0,25, 0,5 y 1% p/v) en la suspension a liofilizar como el efecto de la concentracién de
PArg en el nanosistema (3 y 6% p/p). Los resultados de la figura 8 muestran el tamafio de particula de las nanocdpsulas
de PArg liofilizadas tras la resuspension. Se observa que las concentraciones elevadas de crioprotector preservan el
tamafio de las nanocédpsulas, asi como la menor proporcion de PArg en la muestra.

Ejemplo 7
Estudio de la capacidad de inhibicion de la proliferacion celular de las nanocdpsulas de PArg

Con el fin de evaluar el potencial de las nanocdpsulas de PArg que encapsulan la molécula citostatica docetaxel para
inhibir la proliferacién celular de la linea celular de cancer de pulmén NCI-H460 se prepararon las nanocdpsulas segtiin
el procedimiento descrito en el ejemplo 3. Los resultados recogidos en la figura 9 muestran la mayor capacidad de
inhibicién de la proliferacién de las nanocdpsulas que encapsulan docetaxel en comparacién con la molécula libre. Por
otra parte la formulacién de nanocédpsulas de PArg sin cargar no mostré toxicidad alguna en el rango de concentraciones
ensayado. Los valores de IC50, concentracién a la cual se produce la inhibicién de la proliferacién del 50% de la
poblacién, fueron calculados mediante el programa Graph Pad Prism 2.1 (Graph Pad Software). De este modo, la
solucién de docetaxel present6 un valor de IC50 de 13,35 nM mientras que para la formulacién de nanocédpsulas de
PArg encapsulando docetaxel fue de 3,28 nM, resultando la nanoencapsulacion 4 veces mds efectiva en la inhibicién
de la proliferacion celular.

Ejemplo 8
Estudio de la captura celular de las nanocdpsulas de PArg

Con el fin de evaluar el potencial de la PArg como promotor de la entrada celular, se estudié la interaccion de las
nanocapsulas de PArg con la linea celular NCI-H460 en comparacién con la nanoemulsién. Previamente se incorpord
una molécula hidrofébica fluorescente (fluoresceina-DHPE) en la formulacién de nanocdpsulas de PArg mediante la
disolucién del marcador en etanol y posterior incorporacion en la fase oleosa. La figura 10 recoge los valores obtenidos
de entrada celular de las nanocédpsulas de PArg en comparacion con la nanoemulsién y el marcador fluorescente libre.
Los resultados muestran mayor captacién celular de la formulacién de nanocédpsulas sugiriendo que la cubierta de
PArg es clave para facilitar el proceso de entrada de los nanosistemas al interior de las células.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2347119 Al

Ejemplo 9
Estudio de la captura celular de las nanocdpsulas de PArg dependiendo de la cantidad de PArg en el nanosistema

Con el fin de evaluar si la mayor cantidad de PArg en las nanocédpsulas favorece la interaccion celular y posterior
internalizacidn, se estudid la captura celular de dos formulaciones de nanocapsulas de PArg con la linea celular NCI-
H460. Las proporciones de PArg estudiadas fueron del 3 y 6% p/p. Previamente se incorporé una molécula hidrofébica
fluorescente (fluorescein-DHPE) en la formulacién de nanocapsulas de PArg mediante la disolucion del marcador en
etanol y posterior incorporacion en la fase oleosa. La figura 11 recoge los valores obtenidos de entrada celular de
las formulaciones de nanocédpsulas de PArg al 3 y 6% p/p. Los resultados muestran que ambos sistemas tienen un
comportamiento muy similar respecto a la captacion celular.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema para la administracién de ingredientes activos que comprende nanocédpsulas con un didmetro inferior
a 1 um que comprenden una sal de poliarginina, un fosfolipido negativo y un aceite.

2. Sistema segun la reivindicacién 1, que adicionalmente comprende uno o mds ingredientes activos.

3. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que adicionalmente comprende un ingrediente auxi-
liar hidréfobo; preferiblemente un derivado de polioxietileno; y mds preferiblemente estearato de polietilenglicol.

4. Sistema segutn cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la sal de poliarginina se selecciona entre
clorhidrato, bromhidrato, acetato y sulfato; preferentemente dicha sal es clorhidrato.

5. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el fosfolipido negativo se selecciona entre
lecitina, fosfatidil glicerol, fostatidil serina, fosfatidil inositol, difosfatidil glicerol y acido fosfatidico; preferentemente
dicho fosfolipido negativo es lecitina.

6. Sistema seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el aceite se selecciona entre aceite de caca-
huete, algodén, oliva, ricino, sod;ga, cértamo, palma; vitamina E, miristato de isopropilo, escualeno, Mygliol®, Labrafil®,
Labrafac®, Peceol® y Maisine®; preferentemente dicho aceite es Mygliol®.

7. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un ingrediente activo seleccionado
entre péptidos, proteinas, compuestos lipidicos o lipofilicos, compuestos sacaridicos, compuestos de dcidos nucleicos
y nucledtidos o bien combinaciones de los mismos.

8. Sistema segun la reivindicacién 7, donde el ingrediente activo es docetaxel.

9. Sistema segtn la reivindicacién 7, donde el ingrediente activo se selecciona entre un oligonucleétido, ARN
de interferencia, un pldsmido de ADN o un polinucleétido; preferentemente el ingrediente activo es un plasmido de
ADN.

10. Sistema seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se encuentra en forma
liofilizada.

11. Procedimiento de obtencién del sistema definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende:
a) preparar una disolucion acuosa de una sal de poliarginina;
b) preparar una disolucién orgénica de un fosfolipido negativo y un aceite;

¢) mezclar bajo agitacién las disoluciones preparadas en las etapas a) y b), obteniéndose espontineamente
las sistemas; y

d) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos de la mezcla obtenida en la etapa
anterior hasta volumen constante.
12. Procedimiento segtn la reivindicacién 11, que ademds comprende afiadir un ingrediente activo.
13. Procedimiento de obtencion del sistema definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende
recubrir una nanoemulsién, constituida al menos por un fosfolipido negativo, un aceite y una fase acuosa, mediante un

proceso de incubacién con una disolucién acuosa de una sal de poliarginina.

14. Procedimiento segun la reivindicacién 13, donde el proceso de incubacién comprende mezclar la nanoemulsion
con una disolucién acuosa de poliarginina, preferentemente en una proporcién 4:1.

15. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, que ademds comprende afiadir un ingrediente
activo.

16. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, que a continuacién comprende una etapa de
liofilizacion de los sistemas obtenidos en presencia de crioprotectores.

17. Procedimiento segtin la reivindicacion anterior, que a continuacién comprende una etapa para regenerar los
sistemas liofilizados.

18. Composicién farmacéutica que comprende el sistema definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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19. Composicién farmacéutica segiin la reivindicacién anterior, en donde dicha composicién es para administracion
tépica, parenteral o a través de mucosas.

20. Composicién cosmética que comprende el sistema definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, junto
con uno 6 mas excipientes cosméticamente aceptables.

21. Uso de un sistema como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 10 en la preparacién de un
medicamento.

22. Uso de un sistema como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la preparacién de un
medicamento para tratar cancer.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200901098

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 5716614 A1 10-02-1998
D02 Biomacromolecules 2008, 9 (8), 2186-2193 2008

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 administracién de ingredientes activos que comprende nanocapsulas con un
diametro inferior a 1 micrémetro, que comprenden una sal de poliarginina, un fosfolipido negativo y un aceite. Se refiere
también a su procedimiento de preparacion, a las composiciones farmacéutica y cosmética que comprenden dicho sistema y a
su uso para la administracion de medicamentos, en concreto un medicamento para tratar cancer.

En el documento D01 se describe un método para la liberaciéon de principios activos mediante la administracion de un com-
plejo que comprende el compuesto activo y un portador policatiénico lipofilico. Dicho portador incluye acido eicosanoico y un

policatién, como por ejemplo, poliarginina (reivindicacién 1). Estos complejos se presentan en forma de micelas, vesiculas o
liposomas (columna 6, lineas 49-59).

En el documento D02 se evalla el potencial de las nanocépsulas de oligémeros de quitosano como vehiculo para el transporte
del compuesto anticancerigeno docetaxel. Para ello, se preparan unas nanoparticulas que comprenden un nucleo hidrofébico
formado por lecitina y el aceite Mygliol 812, y un recubrimiento de quitosano, obtenidas mediante interacciones ionicas entre el
agente tensioactivo cargado negativamente (lecitina) y los oligdmeros de quitosano cargados positivamente.

Ninguno de los documentos citados divulga un sistema para la administracion de ingredientes activos que comprenda nano-
cépsulas a base de una sal de poliarginina, un fosfolipido negativo y un aceite. Ademas, no se considera obvio que un experto
en la materia conciba un sistema de nanocépsulas con esas caracteristicas a partir de lo divulgado en el estado de la técnica.

Por tanto, se considera que la invencion recogida en las reivindicaciones 1-22 de la solicitud cumple los requisitos de novedad
y actividad inventiva, segun lo establecido en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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