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La presente invencién se refiere a un sistema para la
administraciéon de ingredientes activos que
comprende nanocapsulas que comprenden un aceite,
un tensoactivo catiénico y un polimero seleccionado
del grupo que consiste en acido poliglutamico (PGA),
acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), acido
hialurénico (HA) y poliasparagina (PAsn) o una
combinacién de los mismos, y opcionalmente un
ingrediente activo, con la condicion de que cuando
dicho polimero incluye &cido poliglutdmico o acido
poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el
ingrediente activo no es una didemnina o una
tamandarina. La invencion también se relaciona con
procedimientos para la obtencién de dicho sistema de
nanocapsulas, sus composiciones farmacéuticas, asi
como el uso del mismo en medicina, particularmente
en la preparacion de un medicamento para tratar el
cancer.
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DESCRIPCION

NANOCAPSULAS CON CUBIERTA POLIMERICA
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un sistema para la administracion de
ingredientes activos que comprende nanocapsulas de tamafio nanométrico, asi como a
las composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos y procedimientos para su

elaboracion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La incorporacion de ingredientes activos en sistemas de tamafio nanométrico ha
ayudado a solventar las limitaciones de formulacidn que presentan estas moléculas,
incrementando adicionalmente su potencial en terapéutica. Mejoras en la solubilidad,
proteccion frente a la degradacion o mayor penetracion de los ingredientes activos son
algunas de las ventajas que ofrece la nanoencapsulacion de moléculas activas. Asi
mismo, 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 composicion. Particulas de pequefio tamafo aumentaran el grado de transporte
respecto a las de un mayor tamafio: los nanosistemas, de didmetro inferior a 1 pm,

responden a este criterio.

Acido poliglutimico (PGA)

El 4cido poliglutamico (PGA) es un polimero hidrofilico y biodegradable
constituido por unidades de acido glutdmico con carga negativa. Debido a propiedades
bioldgicas como su no toxicidad, su no inmunogenicidad y su biocompatibilidad, este
polimero ha llegado a ser considerado como un importante biomaterial para el
desarrollo de nuevas formulaciones para la liberacion de farmacos
(Buescher&Margaritis, Crit RevBiotech 2007).

Asi por ejemplo, el empleo del 4cido poliglutdmico se encuentra ampliamente
reportado para la formacion de complejos farmaco-polimero de interés en el tratamiento
de cancer, encontrandose algunas formulaciones en avanzados estadios en su desarrollo.
Tal es el caso del Xyotax, una formulacion que consta de conjugados entre el acido

poli-L-glutamico y el agente citostatico paclitaxel, que actualmente se encuentra en fase
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3 de experimentacion clinica. También ha sido empleado este polimero en el disefio de
formulaciones para la administracion de otros agentes antitumorales como la
doxorubicina (Shih et al., 2004).

Asimismo, se encuentra también reportado en el documento de patente US
2006246096, el uso del 4cido poliglutdmico para la formulacion de sistemas de
liberacion de farmacos, siendo utilizado como cubierta en formulaciones para la
vehiculizacion de material genético a partir de los mismos.

Otro tipo de sistema de liberacion desarrollado a partir del acido poliglutdmico
son las nanoparticulas, tal como se describe en los documentos de patente US
2005238678 y US 6326511.

Por otro lado, el &cido poliglutdmico ha sido también conjugado con
polietilenglicol (PEG) con el objetivo de conseguir modificaciones en la superficie de
sistemas nanométricos, tratando de brindar una mayor estabilidad a sistemas coloidales.
Dicha modificacion con PEG logra también minimizar el reconocimiento por parte de
las proteinas y células del sistema reticulo endotelial hacia los nanosistemas,
aumentando asi el tiempo de circulacién de los mismos.

El efecto de la conjugacion del acido poliglutdmico con el PEG ha sido
investigado en la solicitud de patente US 2003170201, donde se evalua el potencial de
los complejos constituidos a partir de este polimero para la liberacion de farmacos

citostaticos.

Acido hialurénico (HA)

El 4cido hialuréonico (HA) es un polimero de origen natural. Mas concretamente
es un glicosaminoglicano presente en la matriz extracelular de tejidos conectivos como
son el subcutaneo y el cartilaginoso; también se encuentra en el cuerpo vitreo del globo
ocular y el fluido sinovial de las cavidades articulares. Se trata de un polimero capaz de
interaccionar con los receptores enddégenos CD44 y RHAMM que se encuentran
localizados a nivel de la superficie celular en practicamente todas las células del
organismo, a excepcion de los globulos rojos. La interaccion del acido hialurénico con
estos receptores permite la regulacion de determinados procesos fisioldgicos como son
la movilidad y proliferacion celular. Debido a estas propiedades, el acido hialuronico es

utilizado en terapéutica, ya que ejerce un papel importante en procesos como



10

15

20

25

30

ES 2 385995 Al

morfogénesis y desarrollo embrionario, cadncer e inflamacion. Ademaés, debido a las
citadas propiedades, el 4cido hialurdnico es utilizado para promover la cicatrizacion de
epitelios. Prueba de esta actividad biolégica son numerosos trabajos en los que se
incluye al 4cido hialurénico como biomolécula activa, pudiendo mencionar los descritos
por Sand et al. (Acta Ophthalmol. 67, 1989, 181-183), donde se aplica acido hialur6nico
en el tratamiento de keratoconjuntivitis sicca, el de Nishida et al. (Exp. Eye Res. 53,
1991, 753-758), donde se aplica como cicatrizante a nivel corneal y el de Blanco et al.
(Clin. Exp. Rheumatol. 22(3) 2004, 307-12), donde se aplica el polimero para el
tratamiento de la artrosis, entre otros. Adicionalmente, el 4cido hialurdénico y sus
derivados, bajo diferentes formas de presentacion, han sido objeto de numerosos
documentos de patente en los que se presenta como molécula activa. En este punto cabe
destacar la solicitud de patente WO 96/06622, que reivindica la utilizacion del 4cido
hialurénico y derivados, s6lo o en combinacidén con otro agente terapéutico, para
modular la actividad celular de aquellos tejidos y células que en su superficie expresen
receptores para el dcido hialurdnico, y asi tratar o prevenir procesos inflamatorios,
fibrosis u oncogénesis. La patente US 6383478 protege un sistema de liberacion
consistente en microparticulas, nanoparticulas o peliculas en los que se incorpora el
acido hialurénico como posible molécula activa para promover la angiogénesis.

Por otro lado, el 4cido hialurdnico también ha sido objeto de numerosos trabajos
en los que se propone su utilizacion como biomaterial-excipiente empleado en el
desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos. Su interés en esta linea se debe a que
es un polimero biodegradable, biocompatible, no inmunogénico, mucoadhesivo y con
afinidad selectiva por receptores como el CD44. En cuanto a los antecedentes enfocados
a la obtencién de formulaciones nanométricas utilizando el 4cido hialurénico como
biomaterial-excipiente se pueden citar, entre muchos otros, los siguientes:

- Solicitud de patente US 2007/0224277, que describe la preparacion de
nanoparticulas de dcido hialurénico formadas por entrecruzamientos
covalentemente.

- Solicitud de patente US 2003/0166602 A1, que divulga la elaboracion de
distintas formulaciones con un lipido modificado con é4cido hialurdnico y
que puede albergar principios activos con actividad anticancerigena u otros

agentes terapéuticos o diagnosticos.
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- Solicitud de patente WO 2004/112758 A1, que describe la preparacion en
medio acuoso de nanoparticulas conteniendo acido hialurénico y que se
forman por la interaccidon i6nica entre éste, otros polimeros de carga
complementaria y en presencia de un reticulante de tipo i6nico.

- Luo and Prestwich (Bioconjugate Chem. 10, 1999, 755-763) sintetizan un
conjugado entre el 4cido hialurdnico y el agente anticarigeno Taxol y cuya
actividad citotoxica es superior y mas selectiva que la obtenida unicamente
con Taxol en las lineas celulares de mama, colon y ovario que sobreexpresan
el receptor CD44.

- Yenice et al (Experimental Eye Research 2008, 87(3), 162-7) y Barbault-
foucher et al (Journal of Controlled Release 2002, 83, 365-375) describen
nanoesferas de poli-g-caprolactona recubiertas por acido hialurénico como

sistema de liberacion ocular de farmacos.

Poliasparagina (PAsn)

La L-asparagina se encuentra descrita en la literatura como un aminoacido
esencial para el crecimiento y el desarrollo de todo tipo de células, ya que interviene
directamente en la sintesis de proteinas y de DNA y la fuente principal de este
aminodcido se encuentra en la dieta.

La L-asparagina es actualmente una de las estrategias mas y mejor utilizadas
para el tratamiento del cancer, encontrandose comercializada una formulacién que
incluye el enzima necesario para su degradacion. Al administrar dicho enzima y
conseguir su deposicion en la periferia del tumor, se consigue una disminucion de la
concentracion del aminoacido provocando deficiencias de éste, las células quedan
entonces impedidas de sintetizar DNA y otras proteinas esenciales para su
supervivencia. Dicha formulacién lleva por nombre Oncaspar”™ o Elspar”, siendo el
enzima responsable de esta degradacion la L-asparaginasa.

Las células de cancer en estadios de metastasis avanzados, especialmente en
leucemia presentan una alta afinidad hacia la asparagina por un alto reconocimiento
superficial, esto debido a su rapida reproduccion. Las células cancerosas no pueden
suplir efectivamente sus necesidades basicas de este aminoacido, lo que en muchos

casos deriva en la migracion de dichas células en busca de concentraciones mas altas de
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este aminoacido hacia la periferia tumoral. Dicho reconocimiento y necesidad ha sido
utilizado recientemente como una alternativa para el tratamiento de muchos cénceres en
estadios de metastasis. Se han realizado numerosos estudios con sistemas nanométricos
como lo son las micelas poliméricas o los liposomas recubiertos con derivados
poliméricos fundamentados en asparagina.

Dichos estudios han demostrado un gran potencial para el desarrollo de
nanosistemas basados en poliaminoéacidos a base de asparagina como lo es la
poliasparagina (PAsn) o la polihidroxietilasparagina. Ademas, aunado a la especificidad
otorgada por el reconocimiento en superficie de la asparagina, los polimeros a base de
este aminodcido han demostrado tener propiedades hidrofilicas, estructurales y
fisicoquimicas andlogas a PEG, lo que otorga a dichos sistemas una mejora en la vida
media del firmaco en curso, y una mejora notable en la farmacocinética y la
biodistribucion.

Dentro de los estudios relacionados con la poliasparagina, Storm vy
colaboradores (Metselaar, Bruin et al. 2003; Garcion, Lamprecht et al. 2006; Romberg,
Kettenes-Van Den Bosch et al. 2006; Romberg, Metselaar et al. 2007; Romberg,
Oussoren et al. 2007; Romberg, Oussoren et al. 2007; Romberg, Oussoren et al. 2007;
Romberg, Flesch et al. 2008; Romberg, Hennink et al. 2008) evaluaron la
farmacocinética de dos diferentes tipos de recubrimiento sobre liposomas, variando el
polimero de recubrimiento; comparando el PEG con la polihidroxietilasparagina, los
resultados favorecieron a la polihidroxietilasparagina, presentando una mejor
farmacocinética y un mayor tiempo de circulacion a bajas dosis y con administracion

repetida.

Con la informacion presentada anteriormente se hace evidente el potencial y el
interés que despiertan los compuestos anteriormente mencionados — el acido
poliglutamico y su copolimero con el PEG, el acido hialurdnico, y la poliasparagina —
como biomaterial-excipiente en el desarrollo de nuevos sistemas de administracion.
Particularmente, seria conveniente disponer para determinadas aplicaciones de
nanosistemas estables, que fueran aptos para encapsular y proteger moléculas de
distintas caracteristicas y que ademads presentaran buenas propiedades de adsorcion e

internalizacion en las superficies bioldgicas deseadas.
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COMPENDIO DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han desarrollado un sistema nanocapsular
de facil obtencion mediante distintos procedimientos experimentales, en donde las
nanocapsulas comprenden un polimero, un aceite y un tensoactivo catiénico. Dichos
sistemas de nanocdpsulas permiten una asociacion eficaz de ingredientes activos
lipofilicos asi como hidrofilicos. El tamafio reducido de dichas nanocépsulas (didmetro
inferior a 1 pm) posibilita su paso a través de barreras bioldgicas y que sean
internalizadas por las células. Asimismo, la presencia de una cubierta polimérica,
ademas de conferir mayor estabilidad a las nanocépsulas, proporciona distintas
caracteristicas beneficiosas en funcion de cada tipo de cubierta en particular.

Asi, en un primer aspecto la invencidn se dirige a un sistema para la
administracioén de ingredientes activos que comprende nanocépsulas que comprenden
un aceite, un tensoactivo catidénico, un polimero seleccionado del grupo que consiste en
acido poliglutamico (PGA), acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEQG), acido
hialurénico (HA) y poliasparagina (PAsn) o una combinacidn de los mismos, y
opcionalmente un ingrediente activo,

con la condicion de que cuando dicho sistema de nanocdpsulas incluye acido
poliglutamico o acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el
ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina.

Adicionalmente, las nanocéapsulas de la invencién también pueden comprender
de manera opcional otros componentes como por ejemplo un tensoactivo soluble en
agua, un tensoactivo soluble en aceite o ambos.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende el sistema definido anteriormente.

Asimismo, la invencidn se refiere al uso de dicho sistema en la preparacion de
un medicamento. En una realizacion particular, dicho uso esta relacionado con el
tratamiento del cancer.

En un aspecto adicional, la invencion se dirige a un procedimiento para la
obtencion del sistema definido anteriormente (denominado en los ejemplos

procedimiento de difusion de disolvente en una etapa), que comprende:
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a) preparar una disolucion acuosa que comprende un polimero seleccionado
del grupo que consiste en acido poliglutimico (PGA), acido poliglutamico-
polietilenglicol (PGA-PEG), 4cido hialurénico (HA) y poliasparagina
(PAsn) o una combinacién de los mismos, y opcionalmente un tensoactivo

soluble en agua;

b) preparar una disolucioén organica que comprende un aceite y un tensoactivo

catidnico, y opcionalmente un tensoactivo adicional soluble en aceite;

c) mezclar bajo agitacion las disoluciones preparadas en las etapas a) y b),

obteniéndose espontaneamente las nanocépsulas; y

d) evaporar total o parcialmente los disolventes organicos de la mezcla

obtenida en la etapa anterior hasta volumen constante.

Segun realizaciones particulares, la encapsulacion de un ingrediente activo
lipofilico (hidrofobico) o anfifilico se lleva a cabo por adicion de éste a la etapa b). Los
ingredientes activos de naturaleza hidrofilica pueden ser afiadidos en la etapa a) del

procedimiento o en una etapa posterior a la etapa d) mediante un proceso de incubacion.

En otro aspecto adicional, la invencion se dirige a un procedimiento para la
obtencion de los sistemas definidos anteriormente, que comprende recubrir una
nanoemulsion, constituida al menos por un aceite, un tensoactivo catidnico,
opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite, y una fase acuosa que opcionalmente
comprende un tensoactivo soluble en agua, con un polimero seleccionado del grupo que
consiste en acido poliglutdmico (PGA), acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-
PEG), 4cido hialurénico (HA) y poliasparagina (PAsn) o una combinacién de los
mismos.

Segun una realizacion particular, el procedimiento anterior ademas comprende
afiadir un ingrediente activo. Tal como se ha definido anteriormente, cuando el polimero
es acido poliglutamico o acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el
ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina.

Seglin una realizacidn mas particular, en caso de que el ingrediente activo tenga
un caracter lipofilico, dicho ingrediente activo se afiade en el proceso de formacion de la

nanoemulsion, preferentemente disuelto en etanol.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Evolucion del tamafio de particula y polidispersion de nanocapsulas
de poliglutdmico (1.a) y poliglutdmico-polietilénglicol (1.b) a 37°C durante un periodo
de 48 h.

Figura 2: Tamafio de particula de nanocépsulas de poliglutdmico-
polietilenglicol  (2.a) y poliglutdamico (2.b), tras ser liofilizadas a distintas
concentraciones (0.025-1% p/v) con el crioprotector trehalosa (5 y 10% p/v).

Figura 3: Imagenes de TEM de nanocapsulas de acido hialurénico preparadas
con el tensoactivo cationico cloruro de benzalconio.

Figura 4: Perfil de liberacion de docetaxel (DCX) obtenido a partir de
nanocapsulas de acido hialurdnico preparadas con los tensoactivos cationicos cloruro de
benzalconio (BKC) y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB).

Figura 5: Evolucion del tamafio de particula de nanocépsulas de acido
hialurénico preparadas con el tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (5.a) y
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (5.b) en su almacenamiento a 4°C y 37°C, durante
un periodo de 3 meses.

Figura 6: Tamaiio de particula de nanocapsulas de 4cido hialurénico preparadas
con ¢l tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio, tras ser liofilizadas a distintas
concentraciones (0.25-1% p/v) con el crioprotector trehalosa (5 'y 10% p/v).

Figura 7: Viabilidad de la linea celular de cancer NCI-H460 tras 2 (7.a) y 48
(7.b) horas de contacto con nanocapsulas de acido hialurénico (NCs HA) blancas,
docetaxel (DCX) en solucidn, y con nanocapsulas de dcido hialurénico conteniendo
docetaxel, para distintas concentraciones del antitumoral. El tensoactivo cationico
utilizado en la preparacion de las nanocapsulas fue el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio.

Figura 8: Imagenes de TEM de nanocépsulas de poliasparagina elaboradas con
el tensoactivo catiénico cloruro de benzalconio (8.a) o con bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (8.b).

Figura 9: Perfil de liberacion de docetaxel (DCX) obtenido a partir de
nanocapsulas de poliasparagina preparadas con el tensoactivo catidnico bromuro de

hexadeciltrimetilamonio.
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Figura 10: Evolucion del tamaino de particula y potencial zeta de nanocépsulas
de poliasparagina preparadas con el tensoactivo catiénico bromuro de
hexadeciltrimetilamonio durante su almacenamiento a 4°C (10.a) y 37°C (10.b) y de los
mismos sistemas preparados con el tensoactivo catidonico cloruro de benzalconio
durante su almacenamiento a 4°C (10.c¢) y 37°C (10.d).

Figura 11: Viabilidad de la linea celular de cancer NCI-H460 tras 2 (11.a) y 48
(11.b) horas de contacto con nanocapsulas de poliasparagina (NCs PAsn) blancas,
docetaxel (DCX) en solucidn, y con nanocapsulas de poliasparagina conteniendo
docetaxel, para distintas concentraciones del antitumoral. El tensoactivo catidonico
utilizado en preparacion de las nanocédpsulas fue el bromuro de

hexadeciltrimetilamonio.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige al disefo y desarrollo de nanocépsulas para la
administracion de ingredientes activos, en donde las nanocépsulas del sistema tienen un
didmetro inferior a 1 pm y se caracterizan por comprender (a) una cubierta de un
polimero seleccionado del grupo que consiste en dcido poliglutadmico, acido
poliglutdmico-polietilenglicol, 4cido hialurdnico, poliasparagina o una combinacién de
los mismos y (b) un nucleo que comprende a su vez un aceite y un tensoactivo
cationico. Las nanocapsulas de la invencion también comprenden preferiblemente al
menos un ingrediente activo, con la condicidon de que cuando el polimero es acido
poliglutdmico o 4cido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el

ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina.

Nanocapsulas: naturaleza y tamaino

La ventaja de los sistemas de nanocédpsulas con respecto a los sistemas de
emulsiones es la presencia de un polimero recubriendo los nucleos oleosos que les
puede conferir una mayor estabilidad y proteccion frente a la agregacion, un cambio en
el perfil de liberacion del farmaco asociado, una mayor internalizacion celular y una
interaccion especifica con determinados tipos celulares.

En comparacién con otros sistemas como los liposomas o las nanoparticulas, que

generalmente se ven condicionadas a una limitada carga de farmaco, las nanocépsulas

10
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poseen una mayor posibilidad de carga, en particular de farmacos lipofilicos, debido a la
presencia del nicleo oleoso. Otra de las grandes ventajas de las nanocapsulas es la
capacidad de combinar farmacos de diferente naturaleza, pudiendo estar un farmaco
lipofilico encapsulado en el ntcleo y un farmaco hidrofilico asociado a la cubierta;
asimismo, la cubierta les brinda estabilidad, proteccion y especificidad.

Estos sistemas presentan ademds ventajas respecto a otros de mayor tamafo
(microparticulas, pellets, films, esponjas...) en cuanto a sus aplicaciones biolégicas. De
hecho, se sabe que la interaccion de un sistema de liberacion de farmacos con una
superficie biologica esta altamente condicionada por su tamafo. Asi, las nanocépsulas
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 biodistribucion de estos sistemas esta altamente condicionada
por el tamafio. El conocimiento generado en los tltimos afios en el mundo de la
nanomedicina y los nanosistemas de liberacién de fArmacos ha permitido fijar una
frontera claramente definida entre los sistemas nanométricos (que poseen un tamafio
inferior a una micra ej. nanoparticulas y nanocépsulas) y los sistemas micrométricos
(microparticulas y microcapsulas). Ademas de las diferencias de comportamiento en
cuanto a su capacidad para ser internalizados por las células y superar complejas
barreras biologicas, en el caso de las formulaciones destinadas a la administracion
intravenosa de farmacos antitumorales es imprescindible el tamano nanométrico de los
sistemas de liberacion a fin de prevenir la obstruccion de los capilares sanguineos.
Asimismo, se sabe que las posibilidades de los nanosistemas para alcanzar el tejido
tumoral estdn estrictamente relacionadas con su tamafio y también por el caracter
hidrofilico de su superficie.

Las nanocépsulas de los sistemas de la presente invencion presentan un didmetro
medio inferior a 1 pm, respondiendo por tanto a la definicién 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 30 y 500 nm. El tamafio de las
nanocapsulas estéd influido principalmente por la composicion y las condiciones de
formacion 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 tamano de las mismas no varia notoriamente al modificar la relacion de compuesto
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de cubierta en la formulacion, obteniéndose en todos los casos sistemas de tamarfio
nanométrico.

Asimismo, es importante destacar la diferencia entre los sistemas de
nanocapsulas y los “complejos”. Se entiende por “complejos” la nanoestructura formada
por la interaccion de polielectrolitos o bien por polielectrolitos y tensoactivos de carga
opuesta. Los sistemas de nanocépsulas de la presente invencion se diferencian de los
complejos de poliglutdmico-paclitaxel (US 2003170201) o de 4cido hialurénico (Kim et
al. J. Gene Med. (2009) 11:791) por tratarse de un sistema transportador nanocapsular,
tipo reservorio, en cuyo nucleo se pueden alojar un importante nimero de moléculas
que tengan una mayor o menor afinidad por los lipidos (encapsulacion) y en cuya
cubierta pueden incorporarse moléculas hidrofilicas que tengan una cierta afinidad por
la misma (adsorcion). Estas caracteristicas permiten mantener la integridad y
funcionalidad de la nanoestructura, asi como aportar mayor estabilidad en presencia de

fluidos biolédgicos.

Componentes

Acido poliglutdimico (PGA) v 4cido poliglutimico-polietilenglicol (PGA-PEG)

Tal como se ha mencionado en los antecedentes, el 4cido poliglutamico y su
conjugado con PEG constituyen biomateriales muy interesantes en el disefio de sistemas
de liberacion de moléculas activas.

Como se utiliza aqui, PGA incluye las sales solubles en agua de PGA, como la
sal de amonio y sales metalicas de PGA, como la sal de litio, sal de sodio, sal de
potasio, sal de magnesio, etc. Ademads, en una realizacion, la forma de PGA se
selecciona a partir del 4cido poli-D-glutdmico, acido poli-L-glutdmico, acido poli-D,L-
glutamico, acido poli-a-glutdmico, 4cido poli-a-D-glutamico, acido poli-a-L-glutamico,
acido poli-a-D,L-glutdmico, acido poli-y-glutdmico, acido poli-y-D-glutdmico, acido
poli-y-L-glutamico, y &cido poli-y-D,L-glutamico, y sus mezclas. En otra realizacion, la
forma preferida de PGA es el 4dcido poli-L-glutdmico, y atin més preferido es la sal
sodica del 4cido poli-L-glutamico. En otra realizacion, la forma preferida de PGA es el

acido poli-a-glutamico, y alin mas preferido es la sal sddica del acido poli-a-glutamico.
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Ademas, las nanocapsulas de la invencion se pueden formar a partir de derivados
hidrosolubles de PGA o PGA-PEG, en donde PGA esta sustituido en una o mas
posiciones disponibles, por ejemplo los grupos amina y/o acido carboxilico, con uno o
mas grupos adecuados. Derivados adecuados de PGA y PGA-PEG incluyen derivados
de poli(alquilglutamina) y derivados de PEG-poli(alquilglutamina), tales como poli(N-
2-(2'-hidroxietoxi)etil-L-glutamina) (PEEG), PEG-PEEG, poli(N-3-(hidroxipropil)-L-
glutamina) (PHPG), PEG-PHPG, poli(N-2-(hidroxietil)-L-glutamina) (PHEG), PEG-
PHEG, poli(y-bencil-L-glutamato) (pBG), PEG-pBG, poli(y-tricloroetil-L-glutamato)
(pTCEG), PEG-pTCEG, poli(dimetilaminoetil-L-glutamina) (pDMAEG), PEG-
pDMAERQG, poli(piridinoetil-L-glutamina) (pPyAEG), PEG-pPyAEG, poli (aminoetil-L-
glutamina) (pAEG), PEG-pAEG, poli(histamino-L-glutamina) (pHisG), PEG-pHisG,
poli(agmatino-L-glutamina) (pAgmG), y PEG-pAgmG, y sus mezclas (Hoste et al. J.
Control. Release, 2000, 64, 53-61; Dekie J. Control. Release, 2000, 65, 187-202;
Dubruel et al. Biomacromolecules, 2003, 4, 1168-1176). En cualquier caso, cualquier
persona experta en la materia es capaz de identificar las modificaciones que se pueden
llevar a cabo en PGA para dar lugar a derivados hidrosolubles del mismo.

La presencia de una cubierta a base de un polimero pegilado otorga a las
nanocapsulas una mayor estabilidad en plasma y un incremento en el tiempo de
residencia en el organismo facilitando la llegada a la diana terapéutica. Asi, la
modificacion de superficie de las nanoestructuras con cadenas de PEG consigue reducir
su captura por parte del sistema fagocitico mononuclear a través de lo que se ha
denominado el sistema escudo (“stealth system”) o de largo tiempo de circulacion
(“long circulation systems”) (Park J. H. et al, 2008). Gracias a su presencia prolongada
en el torrente circulatorio, se observd que estos sistemas disponian de una mayor
posibilidad de acceso a los 6rganos diana. Esta modificacion resulto de interés para el
transporte y orientacion de farmacos citostaticos, cuyo tejido diana presenta
habitualmente una hipervascularizacion y una mayor permeabilidad de los vasos

sanguineos.
El polietilenglicol (PEG), en su forma mds comun, es un polimero de formula
(@:

H-(0-CH,-CH,),-OH
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@
donde p es un numero entero que representa el grado de polimerizacion del PEG.

Para la formacion del conjugado 4cido poliglutdmico-polietilenglicol ha de
emplearse un PEG modificado en el cual uno o los dos grupos hidroxilo terminales se
encuentran modificados. Entre los PEG modificados que pueden emplearse para la
obtencion de los conjugados PGA-PEG se encuentran aquellos que presentan la formula
(1):

X1-(0O-CH,-CH,)p-X>
(1)

donde:

X es hidrégeno o un grupo protector de radicales hidroxilo que bloquea la funcion OH
para reacciones posteriores. Los grupos protectores de radicales hidroxilo son
ampliamente conocidos en la técnica; grupos protectores representativos (incluyendo ya
el oxigeno a proteger) son por ejemplo los éteres de sililo como el trimetilsilil éter,
trietilsilil éter, terc-butildimetilsilil éter, terc-butildifenilsilil éter, triisopropilsilil éter,
dietilsopropilsilil éter, texildimetilsilil éter, trifenilsilil éter, di-terc-butilmetilsilil éter;
¢éteres de alquilo, como metil éter, terc-butil éter, bencil éter, de p-metoxibencil éter,
3,4-dimetoxibencil éter, tritil éter, alil éter; éteres de alcoximetilo como metoximetil
¢ter, 2-metoxietoximetil, benciloximetil éter, p-metoxibenciloximetil éter, 2-
(trimetilsilil)etoximetil éter; éteres de tetrahidropiranilo y éteres relacionados;
metiltiometil éter; ésteres como éster de acetato, éster de benzoato, éster de pivalato,
éster de metoxiacetato, éster de cloroacetato, éster de levulinato; carbonatos como
carbonato de bencilo, carbonato de p-nitrobencilo, carbonato de terc-butilo, carbonato
de 2,2,2-tricloroetilo, carbonato de 2-(trimetilsilil)etilo, carbonato de alilo. Otros
ejemplos de grupos protectores de hidroxilo se puede encontrar en libros de referencia
como "Protective Groups in Organic Synthesis" de Greene y Wuts, John Wiley & Sons,
Inc., Nueva York, 1999. En una realizacion preferida, el grupo protector es un alquil
éter, preferiblemente que es el éter de metilo.

X, es un grupo puente que permita el anclaje a los grupos del 4cido poliglutdmico y a
los grupos de los derivados del mismo. De forma alternativa X; puede ser igualmente un

grupo que permita el anclaje con otros PGA y derivados del mismo.
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Preferiblemente, los PEGs estdn unidos a PGA y sus derivados a través de los
grupos amina y/o acido carboxilico de este ultimo. La pegilacion de los polimeros se
puede realizar utilizando cualquier método adecuado disponible en la técnica (como los
descritos en Veronese et al. DDT, 2005, 10(21), 1451-1458; Nishiyama et al. Cancer
Research 2003, 63, 8977-8983; Cabrera et al. J. Control. Release, 2005, 101, 223-232;
US 2003/0170201).

Estos polimeros estdn disponibles en una variedad de pesos moleculares, y el
peso molecular adecuado para un uso dado es determinado facilmente por un experto en
la materia. Asi, por ejemplo, un peso molecular adecuado de PGA en polimeros PGA y
PGA-PEG puede ser de entre aproximadamente 1 kDa y aproximadamente 100 kDa,
preferiblemente entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 80 kDa, mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 50 kDa, y alin mas
preferiblemente aproximadamente 10 kDa, aproximadamente 15 kDa, aproximadamente
20 kDa, aproximadamente 25 kDa, aproximadamente 30 kDa, y aproximadamente 35
kDa.

Un peso molecular adecuado para PEG en polimeros PGA-PEG y en derivados
hidrosolubles de los mismos puede ser entre aproximadamente 1 kDa vy
aproximadamente 50 kDa, preferiblemente entre aproximadamente 2 kDa y
aproximadamente 40 kDa, mas preferiblemente entre aproximadamente 3 kDa y
aproximadamente 30 kDa, y atin més preferiblemente aproximadamente 4 kDa,
aproximadamente 5 kDa, aproximadamente 6 kDa, aproximadamente 7 kDa,
aproximadamente 8 kDa, aproximadamente 10 kDa, aproximadamente 15 kDa,
aproximadamente 20 kDa, aproximadamente 21 kDa, aproximadamente 22 kDa,
aproximadamente 23 kDa, aproximadamente 24 kDa, aproximadamente 25 kDa, y
aproximadamente 30 kDa.

Ademas, los polimeros PGA-PEG y los derivados solubles en agua del mismo
estan disponibles en una variedad de grados de pegilacion y el grado de pegilacion
apropiado para un uso dado es determinado facilmente por un experto en la materia.
Este grado de pegilacion se define como el porcentaje de grupos funcionales de PGA o
de grupos funcionales de los derivados de PGA que estan funcionalizados con PEG. Por
lo tanto, los grados adecuados de pegilacion en polimeros PGA-PEG y en derivados

hidrosolubles de los mismos pueden estar entre aproximadamente 0,1% y
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aproximadamente = 10%, preferiblemente entre aproximadamente 0,2% vy
aproximadamente 5%, més preferiblemente entre aproximadamente 0,5% vy
aproximadamente 2%, y atn més preferiblemente aproximadamente 0,5%,
aproximadamente  0,6%, aproximadamente 0,7%, aproximadamente 0,8%,
aproximadamente  0,9%,  aproximadamente 1%, aproximadamente 1,1%,
aproximadamente  1,2%, aproximadamente 1,3%, aproximadamente 1,4%,
aproximadamente  1,5%, aproximadamente 1,6%, aproximadamente 1,7%,
aproximadamente 1,8%, aproximadamente 1,9%, y aproximadamente 2%.

Por otra parte, la proporcién de PEG en los polimeros PGA-PEG y derivados
hidrosolubles de los mismos puede ser entre aproximadamente 10% y 90% (p/p) con
respecto al peso total del polimero, preferiblemente entre aproximadamente 15% y 80%,
mas preferiblemente entre aproximadamente 20% y 70%, y aun mas preferiblemente
aproximadamente  20%, aproximadamente  22%, aproximadamente 24%,
aproximadamente  26%, aproximadamente  28%, aproximadamente  30%,
aproximadamente = 32%, aproximadamente 34%, aproximadamente 36%,
aproximadamente  38%, aproximadamente  40%, aproximadamente  42%,
aproximadamente = 44%, aproximadamente  46%, aproximadamente  48%,
aproximadamente  50%, aproximadamente  52%, aproximadamente = 54%,

aproximadamente 56%, aproximadamente 58%, y aproximadamente 60%.

Acido hialurdnico (HA)

La presencia del 4cido hialurdnico en la superficie de las nanocépsulas les otorga
la capacidad de adherirse a superficies mucosas debido a su conocida propiedad
mucoadhesiva. Por otro lado, presentan un gran potencial para lograr una vehiculizacion
activa hacia las células que presenten un rdpido crecimiento y sobreexpresion del
receptor CD44 lo que les permite formar tejidos; un claro ejemplo de este
comportamiento celular se ve evidenciado en varios tipos de células cancerosas.

Como se utiliza aqui, HA incluye las sales solubles en agua de HA asi como
derivados hidrosolubles de HA. En una realizacion particular, la sal de 4cido
hialurénico se selecciona del grupo que consiste en sal de sodio, de potasio, de

magnesio, de calcio y de zinc. De forma preferida la sal de acido hialurénico es sddica.
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Poliasparagina (PAsn)

La presencia del poliaminoacido neutro poliasparagina en la superficie brinda a
la nanocapsula de estabilidad, de una larga vida en el organismo, proteccion frente al
sistema fagocitico mononuclear y especificidad en su interaccidon con determinadas
células diana.

La presencia de poliasparagina en la superficie de las nanocapsulas ademas
brinda una mayor especificidad hacia las células cancerosas por parte de los sistemas,
debido a que dichas células presentan una mayor necesidad de asparagina para mantener
su desarrollo. Las células cancerosas son incapaces de auto-satisfacer sus necesidades
por este aminoacido, contrariamente a lo que sucede con células normales.

Como se utiliza aqui, PAsn incluye las sales solubles en agua de PAsn asi como

derivados hidrosolubles de PAsn.

Las nanocéapsulas comprenden un aceite y un tensoactivo cationico en el nticleo.

El aceite puede ser volatil o no volatil y en una realizacién particular, se
selecciona entre aceites naturales, semisintéticos y sintéticos de uso farmacéutico o una
combinacion de los mismos, tales como aceites de origen animal, vegetal, aceites
hidrocarbonados o aceites de silicona. Aceites adecuados incluyen, pero no se limitan a,
aceite mineral, aceite de escualeno, aceites de sabor, aceite de silicona, aceites
esenciales, vitaminas insolubles en agua, isopropil estearato, butil estearato, octil
palmitato, cetil palmitato, tridecil behenato, diisopropil adipato, dioctil sebacato, mentil
antranilato, cetil octanoato, octil salicilato, isopropil miristato, cetoles de dicarpato de
neopentilglicol, Cerafilos®, decil oleato, Ci,-C;s alquil lactatos, cetil lactato, lauril
lactato, isostearil neopentanoato, miristil lactato, isocetil estearoil estearato, octildodecil
estearoil estearato, aceites de hidrocarburos, isoparafina, parafinas fluidas, isododecano,
vaselina, aceite de argan, aceite de colza, aceite de chile, aceite de coco, aceite de maiz,
aceite de algodon, aceite de lino, aceite de semilla de uva, aceite de mostaza, aceite de
oliva, aceite de palma, aceite de palma fraccionado, aceite de cacahuete, aceite de
ricino, aceite de semilla de pino, aceite de semilla de amapola, aceite de semilla de
calabaza, aceite de salvado de arroz, cartamo, aceite de té, aceite de trufa, aceite vegetal,
aceite de albaricoque, aceite de jojoba, aceite de macadamia, aceite de germen de trigo,

aceite de almendra, aceite de soja, aceite de sésamo, aceite de avellana, aceite de
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girasol, aceite de cafiamo, aceite de bois, aceite de nuez de Kukui, aceite de aguacate,
aceite de nuez, aceite de pescado, aceite de baya, aceite de pimienta de Jamaica, aceite
de enebro, aceite de semilla, aceite de semilla de almendra, aceite de semilla de anis,
aceite de semilla de apio, aceite de semilla de comino, aceite de semilla de nuez
moscada, aceite de hoja de albahaca, aceite de hoja de laurel, aceite de hoja de canela,
aceite de hoja de salvia comun, aceite de hoja de eucalipto, aceite de hoja de limon,
aceite de hoja de melaleuca, aceite de orégano, aceite de hoja de pachuli, aceite de hoja
de menta, aceite de aguja de pino, aceite de hoja de romero, aceite de menta verde,
aceite de hoja del arbol de té, aceite de hoja de tomillo, aceite de hoja de té¢ de Canada,
aceite de flor, aceite de camomila, aceite de salvia romana, aceite de clavo, aceite de
flor de geranio, aceite de flor de hisopo, aceite de flor de jazmin, aceite de flor de
lavanda, aceite de flor de mauka, aceite de flor de mejorana, aceite de flor de naranja,
aceite de flor de rosa, aceite de flor de ylang-ylang, aceite de corteza, aceite de corteza
de casia, aceite de corteza de canecla, aceite de corteza de sasafras, aceite de madera,
aceite de madera de alcanfor, aceite de madera de cedro, aceite de palo de rosa, aceite
de sandalo, aceite de madera de jengibre, aceite de resina, aceite de recino, aceite de
mirra, aceite de piel, aceite de piel de Bérgamo, aceite de piel de pomelo, aceite de piel
de limon, aceite de piel de lima, aceite de piel de naranja, aceite de piel de mandarina,
aceite de raiz, aceite de valeriana, acido oleico, acido linoleico, oleil alcohol, alcohol de
isostearilo, oleato de etilo, Miglyol®, Labrafil®, Labrafac®, Peceol® y Maisine®,

derivados sintéticos o semisintéticos de los mimos y combinaciones de los mismos.

En una realizacion mas particular, el aceite se selecciona entre aceite de
cacahuete, algododn, oliva, ricino, soja, cartamo, palma; vitamina E, miristato de
isopropilo, escualeno, Miglyol®, Labrafil®, Labrafac®, Peceol® y Maisine® o mezclas

de los mismos. De forma preferida el aceite es Miglyol®.

En la presente invencidn, el término “tensoactivo catiéonico” alude a un
componente que posee estructuras y/o grupos funcionales que les permiten interaccionar
simultdneamente con la parte lipofila e hidrofila de la formulacion siendo ésta tltima
interaccidn favorecida por la presencia de un grupo funcional catidnico. En una
realizacion particular, el tensoactivo catidnico se selecciona entre aminas primarias,
secundarias y terciarias altamente cationizables y aminas cuaternarias. En una

realizacion mas particular, el tensoactivo catidnico se selecciona entre oleilamina,
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estearilamina, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio,
bromuro de cetiltiridinio, bromuro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de
trimetiltetradecilamonio, bromuro de hexadeciltrimetilamonio y poloxaminas (p.ej.
Tetronic®) o mezclas de los mismos. De forma preferida el tensoactivo cationico es

cloruro de benzalconio o bromuro de hexadeciltrimetilamonio.

Asimismo, las nanocapsulas seglin la presente invencion opcionalmente pueden
contener un tensoactivo soluble en aceite, un tensoactivo soluble en agua o ambos, que
favorecen estéricamente la estabilidad del sistema y que permiten modular la carga
eléctrica superficial de las nanocapsulas y aportar estabilidad al sistema.

En la presente invencion, los términos “tensoactivo soluble en aceite” o
“tensoactivo soluble en agua” aluden a componentes que poseen estructuras y/o grupos
funcionales que les permiten interaccionar simultdneamente con la parte lipofila e
hidrofila de la formulacion siendo ésta ultima interaccion favorecida con respecto a la
parte lipofila en el caso de los tensoactivos solubles en aceite o con respecto a la parte
hidrofila en el caso de los tensoactivos solubles en agua.

En relacion con estos tensoactivos opcionales, dependiendo de sus propiedades
de solubilidad agua/aceite, entre los tensoactivos adecuados en la presente invencion se
incluyen fosfolipidos como lecitina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
difosfatidilglicerol, 4cido fosfatidico, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina; colesterol;
gliceril monoestearato; copolimeros polioxietileno polipropileno (poloxdmeros);
polietilen glicol; polipropilen glicol; alcohol cetilico; alcohol cetoestearilico; alcohol
estearilico; alcoholes de poliéter de arilo alquilo; ésteres de acidos grasos de sorbitan
(como Span® y Arlacel®); ésteres de adcidos grasos de polioxietileno (como Myrj®);
¢steres de adcidos grasos de polioxietilensorbitdn (polisorbatos); éteres de
polioxietilenalquilo (éteres macrogol); éteres de alcoholes grasos (como Brij®), y
mezclas de los mismos.

Segun una realizacion preferida, el tensoactivo soluble en aceite es un
fosfolipido  seleccionado entre lecitina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, difosfatidilglicerol, 4cido fosfatidico, fosfatidilcolina vy

fosfatidiletanolamina, preferiblemente lecitina.

19



10

15

20

25

ES 2 385995 Al

Seglin otra realizacion preferida, el tensoactivo soluble en agua es un derivado
hidrofilico del polieoxietileno, preferiblemente poloxdmero, o un polisorbato En la
presente invencion el término “poloxamero” alude a un copolimero tribloque no i6nico
compuesto por una cadena hidrofébica central de polioxipropileno unida a dos cadenas

hidrofilicas de polioxietileno. De forma preferida el poloxdmero es el 188.

Tal como se ha definido anteriormente, las nanocépsulas de la invencion
también comprenden de manera opcional al menos un ingrediente activo. El término
“ingrediente activo” se refiere a cualquier sustancia que se utiliza en el tratamiento,
cura, prevencion o diagnostico de una enfermedad o que se utiliza para mejorar el
bienestar fisico y mental de seres humanos y animales. El ingrediente activo podra ser
por ejemplo un farmaco, una vitamina, etc. Los sistemas de nanocapsulas objeto de la
presente invencion son adecuados para incorporar ingredientes activos de naturaleza

lipofila o hidréfila. En una realizacion preferida, el ingrediente activo es docetaxel.

La proporcion de ingrediente activo incorporado dependerd en cada caso del
ingrediente activo que va a incorporarse, la indicaciéon para la que se utiliza y la
eficiencia de administracion.

Nanocapsulas que comprenden un aceite, un tensoactivo catiéonico, un polimero
seleccionado entre PGA y PGA-PEG y un ingrediente activo seleccionado entre una
didemnina o una tamandarina quedan fuera de la presente solicitud de patente y son
objeto de la solicitud de patente europea EP11382003.9 con el titulo “Nanocapsules for
use in pharmaceutical compositions”, depositada el mismo dia que la presente solicitud.
Las didemninas y tamandarinas son ciclodepsipéptidos que exhiben una amplia
variedad de actividades bioldgicas, tales como antitumoral, immunosupresora y
antiviral. Ejemplos de este tipo de compuestos (excluidos de la presente invencion para

nanocapsulas de PGA o PGA-PEG) caen dentro de la siguiente férmula general:
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en la que X se selecciona entre O y NH;
Y se selecciona entre CO y -COCH(CHj3)CO-;
ny p se seleccionan independientemente entre 0 y 1, y q se selecciona entre 0, 1 y 2;

Ri, R3, Rs, Rg, Ry, y Rys se seleccionan independientemente entre hidrogeno, Ci-Ce
alquilo sustituido o no sustituido, C,-Cs alquenilo sustituido o no sustituido, y C,-Cs

alquinilo sustituido o no sustituido;

R, se selecciona entre hidrogeno, COR,, COOR,, C;-C¢ alquilo sustituido o no
sustituido, C,-Cs alquenilo sustituido o no sustituido, y C,-C¢ alquinilo sustituido o no

sustituido;

R4, Rg, Rio, Ri2, ¥ Ri¢ se seleccionan independientemente entre hidrogeno y C;-Cg

alquilo sustituido o no sustituido;

R7 y Ry3 se seleccionan independientemente entre hidrogeno, C;-Cg alquilo sustituido o
no sustituido, C,-C¢ alquenilo sustituido o no sustituido, y C,-Cs alquinilo sustituido o
no sustituido; Rs y Ri4 se seleccionan independientemente entre hidrogeno y C;-Cg
alquilo sustituido o no sustituido; o0 R¢ y R7 y/o Ry3 y Ry4, junto con su correspondiente
atomo de N y de C a los cuales estan unidos, pueden formar un grupo heterociclico

sustituido o no sustituido;

Ry7 se selecciona entre hidrégeno, COR,, COOR,, CONHR;, COSR,, (C=NR})OR,,
(C=NR,)NHR};, (C=NRy)SR,, (C=S)OR,, (C=S)NHR,, (C=S)SR., SO:R., SOsR,, C;-

Ci, alquilo sustituido o no sustituido, C,-C), alquenilo sustituido o no sustituido, y Cs-
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Ci, alquinilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y grupo

heterociclico sustituido o no sustituido; y

Ra, Rp, ¥y R¢ se seleccionan independientemente entre hidrégeno, C;-C;, alquilo
sustituido o no sustituido, C,-Cy; alquenilo sustituido o no sustituido, y C,-C;, alquinilo
sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y grupo heterociclico

sustituido o no sustituido;
o una sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco o esteroisomero de los mismos.

En particular, de acuerdo a la presente invencidn si las nanocépsulas
comprenden acido poliglutdmico o acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG),

entonces el ingrediente activo no es aplidina.

Procedimiento de obtencion

Los procedimientos de obtencion de los sistemas de nanocépsulas son métodos
sencillos que evitan condiciones dréasticas como altas temperaturas. Ademas, tampoco
es necesario llevar a cabo ningun tipo de reaccion quimica para la obtencion de los
mismos, ya que segun se ha indicado anteriormente la obtencion del sistema implica
interacciones no covalentes. Por tanto, se preserva asi la integridad de las moléculas
incorporadas al sistema, susceptibles de ser degradadas. Para lograr la formacion de
nanocapsulas en un rango de tamanos deseado, se procede a la formacion de los nucleos
oleosos que comprenden un aceite y un tensoactivo catidonico, en cuya superficie se une
el polimero de recubrimiento a través de diferentes tipos de interaccion. Se trata, por
tanto, de un proceso de difusion de solventes, que ocurre de manera controlada y
proporciona estabilidad al sistema, sin que exista la necesidad de crear enlaces

covalentes entre los componentes.

Un procedimiento particular para la obtencion de los sistemas de la invencion
(denominado en los ejemplos procedimiento de difusidon de disolvente en una etapa),

comprende:

a) preparar una disolucion acuosa que comprende un polimero seleccionado
del grupo que consiste en acido poliglutimico (PGA), acido poliglutamico-

polietilenglicol (PGA-PEG), acido hialurénico (HA) y poliasparagina
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(PAsn) o una combinacion de los mismos, y opcionalmente un tensoactivo

soluble en agua;

b) preparar una disolucién organica que comprende un aceite y un tensoactivo

catidnico, y opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite;

c) mezclar bajo agitacion las disoluciones preparadas en las etapas a) y b),

obteniéndose espontaneamente las nanocapsulas; 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 invencidén se pueden preparar mediante un
procedimiento alternativo (denominado en los ejemplos procedimiento de difusion de
disolvente en dos etapas) que comprende recubrir una nanoemulsion catidnica con el
polimero de recubrimiento mediante un proceso de incubacion con una disolucion
acuosa del polimero. Asimismo, la formacion de la nanoemulsion puede favorecerse
mediante ultrasonidos (denominado en los ejemplos procedimiento de sonicacion) u

homogeneizacion (denominado en los ejemplos procedimiento de homogeneizacion).

En una realizacion particular, el proceso de incubacion comprende mezclar la

nanoemulsion cationica con una disolucion acuosa del polimero de recubrimiento.

Dicha nanoemulsidn catidnica estd constituida al menos por un aceite, un
tensoactivo catidnico y una fase acuosa. La fase acuosa puede contener otros agentes

tensoactivos, sales, y otros agentes auxiliares.

Los procedimientos de preparacion de dicha nanoemulsion son conocidos en el
estado de la técnica, y pueden comprender un proceso de difusion, sonicacién u
homogeneizacion (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 nanoemulsion catidnica

(denominado en los ejemplos procedimiento de difusién de disolvente) comprende:

1) preparar una disolucion organica que comprende un aceite, un tensoactivo

catidnico y opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite
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i1) anadir la disolucion obtenida en la etapa i) sobre una fase acuosa que
opcionalmente contiene un tensoactivo soluble en agua y que esté bajo

agitacion para formar una nanoemulsion catidnica;

iil) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos

5 hasta volumen constante.

Otro procedimiento particular para la obtencién de la nanoemulsion catidonica

(denominado en los ejemplos procedimiento de sonicacién) comprende:

1) preparar una disolucidon orgénica que comprende un aceite, un tensoactivo

catidénico y opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite;

10 i1) afiadir la disolucion obtenida en la etapa i) sobre una fase acuosa que

opcionalmente contiene un tensoactivo soluble en agua y sonicar;
ii1) diluir con agua la emulsion obtenida en la fase ii);

iv) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos

hasta volumen constante.

15 Otro procedimiento particular para la obtencién de la nanoemulsion cationica

(denominado en los ejemplos procedimiento de homogeneizacidon) comprende:

1) preparar una disolucion organica que comprende un aceite, un tensoactivo

catidénico y opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite;

i1) afadir la disolucion obtenida en la etapa i) sobre una fase acuosa que

20 opcionalmente contiene un tensoactivo soluble en agua y homogeneizar;
ii1) diluir con agua la emulsion obtenida en la fase ii) y homogeneizar;

iv) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes organicos

hasta volumen constante.

Segun realizaciones particulares de los procedimientos anteriores, si el

25 ingrediente activo es lipofilico o anfifilico, dicho ingrediente activo se afiade a la
disolucion organica de la etapa b) o de la etapa i). Seglin otras realizaciones
particulares, si el ingrediente activo es hidrofilico, dicho ingrediente activo se afiade a la
disolucién de la etapa a) o de la etapa ii). De manera preferida, dicho ingrediente activo

hidréfilo se afiade disuelto en una disolucion acuosa. También es posible incorporar el
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ingrediente activo hidrofilo mediante adsorcion a la suspension de nanocapsulas
obtenidas en la etapa d) o tras el proceso de incubacidon una vez formadas las

nanocapsulas.

La formacidn de las nanocapsulas se produce al mezclar volimenes de las
soluciones mencionadas que contienen la nanoemulsidén catidonica con disoluciones
acuosas del polimero de recubrimiento en diferentes proporciones, variando la relacion

de polimero de recubrimiento.

En una realizacion particular, la proporcion de PGA, PGA-PEG y HA se
encuentra comprendida entre el 0,05 y el 12 % p/p (peso de polimero de
recubrimiento/peso de formulacion, base seca). De forma preferida, la disolucion acuosa

de polimero de recubrimiento estd compuesta por 0,1-25 mg/ml de dicho polimero.

En otra realizacion particular, la proporcion de PAsn se encuentra comprendida
entre el 2,5 y el 30 % p/p (peso de polimero de recubrimiento/peso de formulacion, base
seca). De forma preferida, la disolucion acuosa de este polimero de recubrimiento esté

compuesta por 1-60 mg/ml de dicho polimero.

El disolvente de la disolucion orgénica es preferentemente una mezcla de
disolventes polares tales como etanol y acetona pudiendo incluir ademas disolventes no
polares como por ejemplo el diclorometano. En esta fase organica se incorpora el aceite
y el tensoactivo catidnico, y opcionalmente el tensoactivo soluble en aceite. En una

composicion particular se incorpora igualmente el ingrediente activo.

Un ejemplo particular para la obtencion de los sistemas de nanocépsulas de la
invencioén que comprenden PGA o PGA-PEG siguiendo el primer procedimiento

descrito anteriormente comprende:

a) preparar una disolucion acuosa de 20 ml al 0,25 % p/v de poloxdmero 188
en la que se disuelve de 0,1 a 25 mg/ml de acido poliglutdmico o

poliglutdmico-polietilenglicol;

b) preparar una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona de
lecitina y un tensoactivo cationico (cloruro de benzalconio o bromuro de

hexadeciltrimetilamonio), a la que se le adiciona Miglyol® 812.
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c) mezclar bajo agitacidn las disoluciones resultantes de las etapas a) y b),

obteniéndose espontaneamente las nanocapsulas;

d) opcionalmente, evaporar los disolventes organicos de la mezcla obtenida

en la etapa anterior hasta volumen constante.

5 Un ejemplo particular para la obtencion de los sistemas de nanocépsulas de la
invencion de PAsn siguiendo el primer procedimiento descrito anteriormente

comprende:
a) preparar una disolucion acuosa de 10 ml de volumen en los que se disuelve
de 0,5 a 25 mg de poliasparagina;

10 b) preparar una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona de
lecitina y un tensoactivo cationico (cloruro de benzalconio o bromuro de

hexadeciltrimetilamonio), a la que se le adiciona Miglyol® 812;

c) mezclar bajo agitacidn las disoluciones resultantes de las etapas a) y b),

obteniéndose espontaneamente las nanocapsulas;

15 d) opcionalmente, evaporar los disolventes organicos de la mezcla obtenida

en la etapa anterior hasta volumen constante.

Un ejemplo particular para la obtencion de los sistemas de nanocéapsulas de la

invencion de HA siguiendo el primer procedimiento descrito anteriormente comprende:

a) preparar una disolucion acuosa de 20 ml al 0,25 % p/v de poloxdmero 188

20 en la que se disuelve de 0,1 a 25 mg de 4cido hialurénico;

b) preparar una fase oleosa compuesta por una disolucidn etanol/acetona de
lecitina y un tensoactivo cationico (cloruro de benzalconio o bromuro de

hexadeciltrimetilamonio), a la que se le adiciona Miglyol® 812.

c) mezclar bajo agitacion las disoluciones resultantes de las etapas a) y b),

25 obteniéndose espontdneamente las nanocédpsulas;

d) opcionalmente, evaporar los disolventes orgdnicos de la mezcla obtenida

en la etapa anterior hasta volumen constante.

El procedimiento de elaboracion de los sistemas de nanocépsulas puede incluir

una etapa adicional de liofilizaciéon, con el fin de preservarlos durante su
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almacenamiento para que conserven sus caracteristicas iniciales. Para la liofilizacion de
los sistemas es necesaria la adicion de azlcares que ejerzan efecto crioprotector. Entre
los azucares utiles para llevar a cabo la liofilizacidon se encuentran por ejemplo
trehalosa, glucosa, sucrosa, manitol, maltosa, polivinil pirrolidona (PVP). En forma
liofilizada, las nanocéapsulas pueden ser almacenadas durante largos periodos de tiempo,
y ser facilmente regeneradas, en caso necesario, simplemente afiadiendo un volumen de

agua optimo.

De acuerdo con esta etapa adicional, la presente invencion se refiere también a
los sistemas de nanocéapsulas que comprenden una cubierta de dcido poliglutamico,
poliglutdmico-polietilenglicol, poliasparagina o &cido hialuronico bajo forma de

liofilizado.

Los sistemas de nanocdpsulas aqui descritos presentan una estabilidad adecuada
tanto en suspension como bajo forma de liofilizado. Por otra parte, los estudios de
estabilidad parecen indicar que tras su administracion a organismos, humano o animal,
no sufren un proceso rapido de agregacion o destruccion, sino que previsiblemente

permanecen bajo forma nanocapsular hasta alcanzar el tejido o célula diana.

Los sistemas de nanocéapsulas de esta invencidén presentan ventajas en
comparacion con otros sistemas de administracion y/o liberacion de farmacos, debido a

su comportamiento singular en cuanto a:

- la encapsulacidn/asociacion de principios activos: el sistema puede incluir
uno o mas principios activos o sustancias adyuvantes, hidrofilicos o
lipofilicos, en proporciones superiores a la de las nanoparticulas, micelas,

complejos, nanogeles.

- la liberacidn del principio activo: la cubierta ejerce una funcion en la
velocidad de liberacion del mismo, permitiendo liberar de forma controlada

el principio activo segun aplicacion y necesidades.

- la estabilidad en fluidos bioldgicos: la cubierta polimérica confiere a los
nucleos lipidicos una gran estabilidad, lo que representa una ventaja frente a

otros sistemas de micro y nanoemulsiones.
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- lainteraccion especifica con determinados superficies biologicas: la cubierta
polimérica confiere a los nucleos lipidicos la posibilidad de interaccionar con

superficies mucosas asi como con epitelios y células especificas.

Asi, la invencion en una realizacion particular se refiere a una composicion
farmacéutica, que comprende los sistemas de nanocéapsulas anteriores, y opcionalmente
uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En particular, la incorporacion de
ingredientes activos en las nanocapsulas de la invencion origina sistemas, cuyas
caracteristicas en cuanto a su composicion, propiedades y morfologia, les convierte en
excelentes candidatos para el area de la terapéutica. El ingrediente activo a incorporar
en los sistemas de la invencidn serd aquél con propiedades farmacoterapéuticas
adecuadas de acuerdo con la aplicacidon terapéutica a la cual sea destinada la
formulacion. En una realizacion particular, el ingrediente activo se selecciona entre
péptidos, proteinas, compuestos lipidicos o lipofilicos, compuestos sacaridicos,
compuestos de acidos nucleicos o nucledtidos como oligonucleétidos, polinucledtidos o
bien combinaciones de las moléculas citadas.

En una realizacion preferida, el ingrediente activo lipofilico es docetaxel.

En una realizacion preferida, el ingrediente activo se selecciona entre un
oligonucleotido, ARN de interferencia, un plasmido de ADN o un polinucleétido, mas

preferiblemente el ingrediente activo es un plasmido de ADN.

En otra realizacion preferida, el ingrediente activo es de naturaleza hidrofobica,
anfifilica o hidrofilica. Los ingredientes activos de naturaleza hidrofobica o anfifilica
preferentemente son afiadidos en la etapa b) del procedimiento de preparacion de
nanocapsulas de la invencion. Los ingredientes activos de naturaleza hidrofilica
preferentemente son anadidos en la etapa a) del procedimiento o en una etapa posterior
a la d) mediante un proceso de incubacion. Sin embargo, la invencién también
contempla otras realizaciones como por ejemplo afiadir en la etapa b) un ingrediente
activo hidrofilo disuelto en un pequeiio volumen de fase acuosa. A diferencia de los
principios activos hidrofobicos, que son encapsulados dentro de las nanocépsulas, los
ingredientes activos de naturaleza hidrofilica se pueden asociar a la superficie de las

mismas mediante adsorcion.
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Tal como se ha definido anteriormente, cuando el polimero comprendido en las
nanocapsulas de la invencidn es dcido poliglutamico o 4cido poliglutamico-
polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el ingrediente activo no es una didemnina o una

tamandarina.
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Dichas composiciones farmacéuticas pueden ser administradas por diferentes

vias, tales como a través de mucosas, topica o parenteralmente.

La proporcion de principio activo incorporado en los sistemas puede llegar a ser
de hasta aproximadamente el 50% en peso con respecto al peso total, base seca, de los
componentes del sistema de nanocédpsulas. Sin embargo, la proporcion adecuada
dependerd en cada caso del ingrediente activo que va a incorporarse, la indicacion para
la que se utiliza y la eficiencia de administracion. En una realizacion particular, la
proporcidn de principio activo lipofilico puede llegar a ser de hasta aproximadamente el

10% en peso, preferentemente hasta aproximadamente el 5%.

Tal como se ha descrito anteriormente, cabe la posibilidad de que los sistemas de
nanocapsulas descritos en la presente invencion incorporen mas 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 ningtn tipo de

interaccion, bien sea quimica o fisica, entre ellos.

Tal como se ha definido anteriormente, la invencion se refiere al uso de dicho
sistema en la preparacion de un medicamento. En una realizacion particular, dicho uso

esta relacionado con el tratamiento del cancer.

A continuacion, para una mayor comprension de las caracteristicas y ventajas de
la presente invencidn, se hara referencia a una serie de ejemplos que de forma
explicativa completan la descripcion anterior, sin suponer en modo alguno que ésta se

vea limitada a los mismos.

Ejemplos

A continuacion se indica el significado de las abreviaturas utilizadas a lo largo de los

ejemplos

PGA= Acido poli-L-glutamico; la sal de PGA utilizada en los siguientes ejemplos fue el
la sal de sodio de peso molecular de entre 15000 y 50000 Da (SIGMA).
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PGA-PEG 16000 Da = Acido poli-L-glutamico-polietilenglicol; la sal de PGA-PEG
utilizada en los siguientes ejemplos fue la sal de sodio de peso molecular de 16000 Da,
en particular con un porcentaje de peguilacion del 6% y un tamafio de la cadena de PEG

de 1000 Da (Alamanda Polymers USA).

PGA-PEG 22000 Da = Acido poli-L-glutamico-polietilenglicol; la sal de PGA-PEG
utilizada en los siguientes ejemplos fue la sal de sodio de peso molecular de 22000 Da,
en particular con un porcentaje de peguilacion del 93% y un tamafio de la cadena de

PEG de 20000 Da (Alamanda Polymers USA).

PGA-PEG 35000 Da = Acido poli-L-glutamico-polietilenglicol; la sal de PGA-PEG
utilizada en los siguientes ejemplos fue la sal de sodio de peso molecular de 35000 Da,

en particular con un porcentaje de peguilacion del 60% y un tamafio de la cadena de

PEG de 20000 Da (Alamanda Polymers USA).

HA = Acido hialurénico; la sal de HA utilizada en los siguientes ejemplos fue el
hialuronato de sodio de peso molecular de entre 20000 y 50000 Da y de 165000 Da.

(Imquiaroma, Francia).

PAsn = Poliasparagina; la poliasparagina utilizada presenta preferentemente un peso
molecular de 5000 a 15000 Da, con aproximadamente 5% de residuos de acido

aspartico (SIGMA).

BKC = Cloruro de benzalconio (SIGMA).

CTAB = Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (SIGMA).
DCX = Docetaxel (SIGMA).

Nanoemulsion (NE) = Este término se utiliza por simplicidad en los ejemplos para
referirse a los nanosistemas comprendidos por un lecitina, Miglyol® 812, un
tensoactivo catidonico (cloruro de benzalconio o bromuro de hexadeciltrimetilamonio),
opcionalmente poloxdmero 188 y cuya unica diferencia con las nanocépsulas es la

ausencia de un polimero de recubrimiento en la superficie de los sistemas.

Nanocépsulas (NCs) de PGA = Este término se utiliza por simplicidad en los ejemplos y
las figuras para referirse a los nanosistemas cuyas nanocépsulas comprenden lecitina,

Miglyol® 812, cloruro de benzalconio, poloxamero 188 y PGA.
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Nanocépsulas (NCs) de PGA-PEG = Este término se utiliza por simplicidad en los
ejemplos y las figuras para referirse a los nanosistemas cuyas nanocépsulas comprenden
al copolimero PGA-PEG de distinto peso molecular y distinto porcentaje de

peguilacion, lecitina, Miglyol® 812, cloruro de benzalconio, y poloxdmero 188.

Nanocépsulas (NCs) de HA = Este término se utiliza por simplicidad en los ejemplos y
las figuras para referirse a los nanosistemas cuyas nanocépsulas comprenden lecitina,
Miglyol® 812, un tensoactivo catidonico (cloruro de benzalconio o bromuro de

hexadeciltrimetilamonio), poloxamero 188 y HA.

Nanocapsulas (NCs) de PAsn = Este término se utiliza por simplicidad en los ejemplos
y las figuras para referirse a los nanosistemas cuyas nanocapsulas comprenden
poliasparagina, lecitina, Miglyol® 812, un tensodctivo catidonico (cloruro de

benzalconio o bromuro de hexadeciltrimetilamonio) y opcionalmente poloxdmero 188.

Ejemplo 1

Evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de las nanocépsulas de PGA v

nanocapsulas de PGA-PEG en funcion de la cantidad de polimero.

Ejemplo 1.1. Se prepararon nanocéapsulas constituidas por un nacleo oleoso

recubierto de PGA o PGA-PEG segun el procedimiento de difusién de disolvente en dos

etapas:

1) se preparo6 una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona
(0,5:9 ml) de lecitina (30 mg) y el tensoactivo catiénico cloruro de

benzalconio (7 mg), a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812.

i1) se anade la disolucidn obtenida en la etapa 1) sobre 20 ml de una solucion
acuosa al 0,25% p/v de poloxamero 188 bajo agitacion magnética
manteniéndose durante 10 minutos, de este modo se obtiene

espontaneamente la nanoemulsion cationica;
iii) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante;

iv) se recubrid la nanoemulsion catidnica obtenida en la etapa iii) mediante un

proceso de incubacion con una disolucion acuosa (1,5 ml) compuesta por
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0,1 a 25 mg/ml de poliglutdmico o poliglutamico-polietilenglicol de

distinto peso molecular, en una proporcién 4:1,5 v/v

(nanoemulsion:disolucion de polimero), produciéndose de forma inmediata

el recubrimiento, independientemente de la temperatura.

5 Una vez preparadas, se midi6 su didametro medio, indice de polidispersion (PI)

asi como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). Las tablas 1, 2, 3, 4 muestran los

valores obtenidos de los parametros citados en funcion de la cantidad de poliglutdmico

y poliglutamico-polietilenglicol de distintos pesos moleculares en la etapa iv).

10 TABLA 1
Formulacion PGA etapa iv (mg) Tamafio (nm) PI POte?;ji‘/l)Zeta
NC PGA 100 X
NC PGA 50 X
NC PGA 25 X
NC PGA 10 199+ 7 0,1 -60 £ 1
NC PGA 5 196 £ 6 0,1 -54+4
NC PGA 1 206+ 6 0,1 28+3
X=no se forman las nanocépsulas
TABLA 2
Formulacién PGA-PEG 16000Da Tamafio ol Potencial Zeta
etapa iv (mg) (nm) (mV)
NC PGA-PEG 16000Da 100 X
NC PGA-PEG 16000Da 50 X
NC PGA-PEG 16000Da 25 198 +4 0,1 -60£1
NC PGA-PEG 16000Da 10 194 +8 0,1 -55£2
NC PGA-PEG 16000Da 5 219+ 15 0,2 -56 £1
NC PGA-PEG 16000Da 1 252+6 0,2 28+6
X=no se forman las nanocéapsulas
15
TABLA 3
Formulacién PGA-PEG 22000Da Tamafio ol Potencial Zeta
etapa iv (mg) (nm) (mV)
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NC PGA-PEG 22000Da 100 227+6 0,1 -6+1
NC PGA-PEG 22000Da 50 223 +1 0,1 -1+£2
NC PGA-PEG 22000Da 25 225+9 0,1 +2+3
NC PGA-PEG 22000Da 10 224 £2 0,1 +11+2
NC PGA-PEG 22000Da 5 222 +1 0,1 +15+4
NC PGA-PEG 22000Da 1 211+£3 0,1 +26+ 1
TABLA 4
Formulacion PGA-PEG 35000Da Tamafio . Potencial
etapa iv (mg) (nm) Zeta (mV)
NC PGA-PEG 35000Da 100 201 £ 10 0,1 41+1
NC PGA-PEG 35000Da 50 200+ 8 0,1 45+2
NC PGA-PEG 35000Da 25 210+ 12 0,2 29 +1
NC PGA-PEG 35000Da 10 204+3 0,1 29+£2
NC PGA-PEG 35000Da 5 207 +£7 0,1 30+ 12
NC PGA-PEG 35000Da 1 263+ 5 0,1 +2+1
5 Ejemplo 1.2. Se prepararon nanocéapsulas constituidas por un nucleo oleoso

recubierto de poliglutamico o poliglutdmico-polietilenglicol segtn el procedimiento de

difusién de disolvente en una etapa:

a) se prepard una disolucion acuosa (20 ml) en la que se disuelve de 0,5 a 25
mg/ml de poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol que se encuentra
10 al 0,25 % p/v de poloxamero 188;
b) se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona
(0,5:9 ml) de lecitina (30 mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de

benzalconio (7 mg) a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812;

c) se mezclaron bajo agitacion magnética durante 10 minutos las disoluciones
15 resultantes de las etapas a) y b), obteniéndose espontaneamente las

nanocapsulas;

d) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante.
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Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En las tablas 5, 6, 7y 8 se muestran

los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcién de la cantidad de

poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol en la disolucion acuosa de la etapa a).

TABLA 5
Formulacion | PGA etapa a (mg) | Tamafio (nm) PI POte?;ji‘/l)Zeta
NC PGA 100 170 + 14 0,1 -57+£52
NC PGA 50 155+7 0,1 57+3
NC PGA 25 178 £ 5 0,0 43+2
NC PGA 10 202+5 0,126 45+ 1,5
NC PGA 5 193 +25 0,1 48 +1
NC PGA 1 217+3 0,1 25+2
TABLA 6
Formulacién PGA-PEG 16000Da Tamafio ol Potencial Zeta
etapa a (mg) (nm) (mV)
NC PGA-PEG 16000Da 100 151 +£5 0.1 64+ 1
NC PGA-PEG 16000Da 50 172 + 8 0.2 67 +3
NC PGA-PEG 16000Da 25 169 + 4 0.1 60+ 1
NC PGA-PEG 16000Da 10 152 + 3 0.1 49 + 1
NC PGA-PEG 16000Da 5 166 + 4 0.1 42 +3
NC PGA-PEG 16000Da 1 176 +5 0.1 36+2
TABLA 7
Formulacion PGA-PEG 22000Da Tamafio ol Potencial Zeta
etapa a (mg) (nm) (mV)
NC PGA-PEG 22000Da 100 227 + 1 0.1 05+1
NC PGA-PEG 22000Da 50 247 + 1 0.1 3+4
NC PGA-PEG 22000Da 25 735+ 6 0.1 113 +2
NC PGA-PEG 22000Da 10 220 +5 0.1 +16+2
NC PGA-PEG 22000Da 5 215+ 1 0.1 125+ 1
NC PGA-PEG 22000Da 1 221 +2 0.1 214+5

35




ES 2 385995 Al

TABLA 8
Formulacion POA-PEG 33000Da Tamafio (nm) PI Potencial
etapa a (mg) Zeta (mV)
NC PGA-PEG 35000Da 100 1744 0.1 <3
NC PGA-PEG 35000Da 50 18846 0.1 3913
NC PGA-PEG 35000Da 25 1785 0.1 )
NC PGA-PEG 35000Da 10 17022 0.1 26+0
NC PGA-PEG 35000Da 5 192 42 0.1 1541
NC PGA-PEG 35000Da 1 17044 0.1 1842

Ejemplo 1.3. Se prepararon nanocépsulas constituidas por un ntcleo oleoso

5 recubierto de poliglutdmico o poliglutamico-polietilenglicol seglin el procedimiento de

sonicacion:

1) se prepar6 una fase oleosa compuesta por una disolucion de lecitina (30

mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (7 mg) en

diclorometano (1 ml) a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812;

10 il) se afiadio la disoluciéon obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua

conteniendo poloxamero 188 al 0,25 % p/v, se sonicd durante 1 minuto;
p p

ii1) se diluyo la emulsion obtenida con agua (dilucion 1:10);

iv) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante para

formar una nanoemulsion cationica; y

15 v) se recubrid la nanoemulsion catidnica obtenida en la etapa iv) mediante un

proceso de incubaciéon con una disolucion acuosa (1,5 ml) compuesta por

0,1 a 25 mg/ml de poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol, en una

proporcién 4:1,5 (nanoemulsion:disolucién de poliglutamico

(0]

poliglutdmico-polietilenglicol), produciéndose de forma inmediata el

20 recubrimiento, independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En las tablas 9, 10, 11 y 12 se

muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcion de la cantidad de

poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol en la etapa v).
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TABLA 9
Formulacion PGA etapa v (mg) Tamafio (nm) PI POte?;ji‘/l)Zeta
NC PGA 100 X
NC PGA 50 X
NC PGA 25 X
NC PGA 10 195+1 0,1 -62+4
NC PGA 5 192+2 0,1 -64 +£1
NC PGA 1 194+ 4 0,1 27+2
X=no se forman las nanocéapsulas
TABLA 10
Formulacién PGA-PEG 16000Da Tamafio ol Potencial
etapa v (mg) (nm) Zeta (mV)
NC PGA-PEG 16000Da 100 X
NC PGA-PEG 16000Da 50 X
NC PGA-PEG 16000Da 25 202 +£25 0,2 -60+2
NC PGA-PEG 16000Da 10 194+5 0,1 -57+3
NC PGA-PEG 16000Da 5 193+ 4 0,1 -59+2
NC PGA-PEG 16000Da 1 243 + 15 0,1 22+7
X=no se forman las nanocéapsulas
TABLA 11
Formulacién PGA-PEG 22000Da Tamafio . Potencial
etapa v (mg) (nm) Zeta (mV)
NC PGA-PEG 22000Da 100 195+£5 0,1 -6+1
NC PGA-PEG 22000Da 50 180 £ 12 0,1 4+1
NC PGA-PEG 22000Da 25 175+9 0,1 -1+1
NC PGA-PEG 22000Da 10 174 £ 11 0,1 +6 + 1
NC PGA-PEG 22000Da 5 172 £12 0,1 +10+ 1
NC PGA-PEG 22000Da 1 132+10 0,3 +25+1
TABLA 12
Formulacién PGA-PEG 35000Da Tamafio . Potencial
etapa v (mg) (nm) Zeta (mV)
NC PGA-PEG 35000Da 100 203 + 10 0.1 45+ 1
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NC PGA-PEG 35000Da 50 205+ 1 0.1 41 +1
NC PGA-PEG 35000Da 25 206 + 3 0.1 40+ 1
NC PGA-PEG 35000Da 10 209 + 4 0.2 31 14
NC PGA-PEG 35000Da 5 200 + 15 0.1 22+
NC PGA-PEG 35000Da 1 29413 0.1 1t

Ejemplo 1.4. Se prepararon nanocépsulas constituidas por un nticleo oleoso

recubierto de poliglutdmico o poliglutamico-polietilenglicol seglin el procedimiento de

homogeneizacion:

i)

iii)

se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucién de lecitina (30
mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (7 mg) en

diclorometano (1 ml) a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812;

se anadid la disolucion obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua
conteniendo 0,25 % p/v de poloxamero 188 y se homogeneizé a 16.000
rpm durante 5 minutos y posteriormente a 19.000 rpm durante otros 5

minutos;

se diluyd la emulsion obtenida con agua (dilucion 1:10) y se homogeneizo

durante 3 minutos a 22.000 rpm;

se evaporaron los disolventes orgdnicos hasta volumen constante para

formar una nanoemulsion cationica; y

se recubrid la nanoemulsion obtenida en la etapa iv) mediante un proceso
de incubacién con una disolucion acuosa (1,5 ml) compuesta por 0,1 a 25
mg/ml de poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol de sodio, en una
proporcion  4:1,5 (nanoemulsion:disolucion de  poliglutamico o
poliglutdmico-polietilenglicol), produciéndose de forma inmediata el

recubrimiento, independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En las tablas 13, 14, 15 y 16 se

muestran los valores obtenidos de los parametros citados en funcion de la cantidad de

de poliglutamico o poliglutimico-polietilenglicol en la etapa v).

TABLA 13
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Formulacion PGI?;‘:)pa ' Tamatfio (nm) PI Pote?;liilll)Zeta
NC PGA 100 X
NC PGA 50 X
NC PGA 25 X
NC PGA 10 187 +7 0,2 65+ 5
NC PGA 5 184+ 10 0,2 55+ 1
NC PGA 1 234 +7 0,3 22+ 1
X=no se forman las nanocépsulas
TABLA 14
Formulacién PGA-PEG 16000Da | Tamaio . Potencial
etapa v (mg) (nm) Zeta (mV)
NC PGA-PEG 16000Da 100 X
NC PGA-PEG 16000Da 50 X
NC PGA-PEG 16000Da 25 199 + 17 0,2 69+ 1
NC PGA-PEG 16000Da 10 197 +7 0,1 63+ 1
NC PGA-PEG 16000Da 5 202 + 15 0,2 5441
NC PGA-PEG 16000Da 1 206 + 8 0,5 2241
X=no se forman las nanocépsulas
TABLA 15
Formulacién PGA-PEG 22000Da Tamafio . Potencial Zeta
etapa v (mg) (nm) (mV)
NC PGA-PEG 22000Da 100 201 +£2 0,1 841
NC PGA-PEG 22000Da 50 199 + 1 0,2 241
NC PGA-PEG 22000Da 25 202 + 8 0,2 44+ 1
NC PGA-PEG 22000Da 10 210 £ 11 0,3 +14+1
NC PGA-PEG 22000Da 5 195+ 1 0.2 1743
NC PGA-PEG 22000Da 1 201 + 7 0,3 135+ ]
TABLA 16
Formulacién PGA-PEG 35000Da Tamafio ol Potencial Zeta
etapa v (mg) (nm) (mV)
NC PGA-PEG 35000Da 100 189+14 |02 4249
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NC PGA-PEG 35000Da 50 18647 |02 3347

NC PGA-PEG 35000Da 25 206 £20 |02 3741

NC PGA-PEG 35000Da 10 197417 |02 3741

NC PGA-PEG 35000Da 5 194+1 |02 410

NC PGA-PEG 35000Da 1 216420 |02 T
Ejemplo 2

Evaluacién de la capacidad de encapsulacidon del farmaco lipofilico docetaxel en

nanocapsulas de poliglutamico o poliglutamico-polietilenglicol de 35000 Da

Se prepararon nanocapsulas de poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol de
35000 Da en forma de sal de sodio, un nucleo oleoso compuesto por lecitina, Miglyol®
812 y el tensoactivo catidonico cloruro de benzalconio (7 mg) y poloxamero 188. Se
procedio a la incorporacion de un farmaco lipofilico, tomando para ello el docetaxel, un
agente antitumoral practicamente insoluble en agua. El procedimiento de elaboracion
corresponde al procedimiento previamente descrito en el ejemplo 1.1., con una
modificacion, ya que una pequefia alicuota de una solucion stock del ingrediente activo
en etanol (1-100 mg/ml) es incorporada a la fase oleosa. Posteriormente se rotaevapora
el sistema hasta obtener un volumen constante y se incuba con una solucion de
poliglutamico o poliglutamico-polietilenglicol de 35000 Da forméandose las
nanocépsulas encapsulando docetaxel con relaciones de peso de docetaxel/nanocapsulas
de poliglutamico o poliglutdmico-polietilenglicol de 35000 Da de hasta el 4 %.

Una vez preparadas las nanocédpsulas segtn el procedimiento de la invencion se
determiné la eficacia de encapsulacion (evaluando el farmaco libre mediante
cromatografia liquida de alta resolucion, con A=227nm), obteniéndose una eficacia de
encapsulacion de =60%. También se midieron los parametros didmetro medio de

particula, indice de polidispersion y potencial zeta (Tabla 17).

TABLA 17
Formulacion Tamano (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NC PGA 160 + 4 0,1 47+2
NC PGA-PEG 35000 Da 180+ 4 0,1 20+4

Ejemplo 3
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Evaluacidn del tamaifo de particula de la formulacién de nanocapsulas de poliglutdmico

0 poliglutamico-polietilenglicol de 35000 Da durante su almacenamiento

Se prepararon nanocapsulas de poliglutdmico o poliglutdmico-polietilenglicol de
35000 Da en forma de sal de sodio, un nucleo oleoso compuesto por lecitina, Miglyol®
812, y cloruro de benzalconio (7 mg) y poloxdmero 188 segun el procedimiento
previamente descrito. Se realizaron medidas de tamafio de particula durante un tiempo
pertinente, con el fin de obtener informacion acerca de la evolucion del sistema con el
tiempo. Asimismo se evalud el efecto de la temperatura de almacenamiento (37°C)
sobre la estabilidad de las nanocapsulas. Los resultados presentados en la figuras la y
Ib muestran la escasa variabilidad del tamafio de las nanocapsulas de poliglutdmico o

poliglutdmico-polietilenglicol de 35000 Da al 5,8 % p/p, durante el almacenamiento.

Ejemplo 4

Evaluacion del efecto del crioprotector trehalosa sobre el tamafio de particula de las

nanocapsulas de poliglutamico o poliglutamico-polietilenglicol tras el proceso de

liofilizacion

Se prepararon nanocapsulas de poliglutdmico o poliglutamico-polietilenglicol en
forma de sal de sodio, un nucleo oleoso compuesto por lecitina, Miglyol® 812 y el
tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (7 mg) y poloxdmero 188, segtn el
procedimiento previamente descrito. Se evalué el efecto que tiene el agente
crioprotector trehalosa durante el proceso de liofilizacion de las nanocépsulas de
poliglutamico o poliglutamico-polietilenglicol y en la posterior recuperacion del tamafio
de particula tras la resuspension ensayando dos concentraciones de trehalosa, 5 y 10%
p/v. Asimismo, se evalud la influencia de la concentracion de nanocapsulas (0,025 hasta
1% p/v) en la suspension a liofilizar. Los resultados de la figura 2a y 2b muestran el
tamafo de particula de las nanocdpsulas de poliglutadmico o poliglutdmico-

polietilenglicol tras la resuspension.

Ejemplo 5

Evaluacidn de las caracteristicas fisico-quimicas de las nanocapsulas de HA v

nanocapsulas de HA-PEG en funcién de la cantidad de polimero.
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Ejemplo 5.1. Se prepararon nanocéapsulas constituidas por un nacleo oleoso

recubierto de HA segtn el procedimiento de difusion de disolvente en dos etapas:

1) se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucién etanol/acetona

(0,5:9 ml) de lecitina (30 mg) y los tensoactivos catidnicos cloruro de

benzalconio (4 mg) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg), a la

que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812.

i1) se afnade la disolucion obtenida en la etapa 1) sobre 20 ml de una soluciéon

acuosa al 0,25% p/v de poloxdmero 188 bajo agitacion magnética

manteniéndose durante

10 minutos,

de

espontaneamente la nanoemulsion cationica;

este modo se obtiene

ii1) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante;

iv) se recubrid la nanoemulsion catidnica obtenida en la etapa iii) mediante un

proceso de incubacion con una disolucidn acuosa (1,5 ml) compuesta por

0,1 a 25 mg de hialuronato de sodio, en una proporcion 4:1,5

(nanoemulsion:disolucion de HA), produciéndose de forma inmediata el

recubrimiento, independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta) y se tomaron fotos de las

nanocapsulas mediante microscopia electronica de transmision (figura 3). En la tablas

18 y 19 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcion de la

cantidad de HA de 20000-50000 Da en la etapa iv) y utilizando cloruro de benzalconio

o bromuro de hexadeciltrimetilamonio, respectivamente. La tabla 20 muestra los valores

obtenidos de los pardmetros citados en funcion de la cantidad de HA de 160000 Da en

la etapa iv) y utilizando cloruro de benzalconio.

TABLA 18
Formulacion | HA etapa iv (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NE - 223+ 10 0,1 27+3
NCs HA 25 252+19 0,1 -46+2
NCs HA 12,5 235+13 0,1 -45+4
NCs HA 6,25 248 +£ 10 0,2 42+2
NCs HA 0,5 249 + 10 0,2 9+2
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TABLA 19
Formulaciéon | HA etapa iv (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NE - 215+7 0,1 35+2
NCs HA 12,5 260 + 20 0,2 -31+3
NCs HA 6,25 238+ 3 0,1 372
NCs HA 3,125 238 £2 0,1 -35+2
NCs HA 0,1 231 +8 0,1 18 +2
TABLA 20
Formulaciéon | HA etapa iv (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NE - 207 x5 0,1 27+3
NCs HA 25 410+70 0,5 -59+6
NCs HA 12,5 294 + 40 0,4 -62+8
NCs HA 6,25 256 £ 11 0,5 -52+8
NCs HA 1 271 £ 53 0,5 3+1
NCs HA 0,5 235+ 10 0,2 27+3
5
Ejemplo 5.2. Se prepararon nanocdpsulas constituidas por un nucleo
oleosorecubierto de HA segun el procedimiento de difusion de disolvente en una etapa:
a) se prepar6 una disolucion acuosa de hialuronato de sodio (20 ml) en la que
se disuelve de 0,5 a 25 mg de HA de 20000-50000 Da y que se encuentra
10 al 0,25 % p/v de poloxamero 188;
b) se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona
(0,5:9 ml) de lecitina (30 mg) y los tensoactivos catidnicos cloruro de
benzalconio (4 mg) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg) a la
que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812.
15 c) se mezclaron bajo agitacion magnética durante 10 minutos las disoluciones

resultantes de las etapas a) y b), obteniéndose espontdneamente las

nanocapsulas;

d) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante.
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Una vez preparadas, se midid su didmetro medio, indice de polidispersion asi
como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En las tablas 21 y 22 se muestran
los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcion de la cantidad de HA en la
disolucién acuosa de la etapa a) utilizando cloruro de benzalconio o bromuro de

hexadeciltrimetilamonio, respectivamente.

TABLA 21
Formulacion | HA etapa a (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NCs HA 25 186 £ 6 0,1 47+2
NCs HA 12,5 185+4 0,1 44 +£2
NCs HA 0,5 251+5 0,1 37+1
TABLA 22
Formulacion | HA etapa a (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NCs HA 12,5 273 +12 0,2 -35+2
NCs HA 6,25 170+ 6 0,1 35+1
NCs HA 3,125 168 £3 0,1 -35+2
NCs HA 0,1 228 +£17 0,1 33+3

Ejemplo 5.3. Se prepararon nanocépsulas constituidas por un niicleo oleoso

recubierto de HA segun el procedimiento de sonicacion:
1) se prepar6 una fase oleosa compuesta por una disolucion de lecitina (30
mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (4 mg) en

diclorometano (1 ml) a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812;

il) se afadi6 la disolucion obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua

conteniendo poloxamero 188 al 0,25 % p/v, se sonico durante 1 minuto;
ii1) se diluyo la emulsion obtenida con agua (dilucion 1:10);

iv) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante para

formar una nanoemulsion cationica; y

v) se recubrid la nanoemulsion catidnica obtenida en la etapa iv) mediante un
proceso de incubacidn con una disolucion acuosa (Iml - 5 ml) compuesta

por 0,5 a 25 mg de hialuronato de sodio, en una proporcion 4:1,5 v/v
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(nanoemulsion:disolucion de HA), produciéndose de forma inmediata el

recubrimiento, independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi
como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En la tabla 23 se muestran los

5 valores obtenidos de los parametros citados en funcion de la cantidad de HA en etapa

V).

TABLA 23
Formulaciéon | HA etapa v (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NE - 162 £3 0,2 40+ 4
NCs HA 25 200+ 3 0,2 43+6
NCs HA 12,5 179+5 0,1 47+2
NCs HA 6,25 185+2 0,2 43+2
NCs HA 0,5 177+ 1 0,2 14+2

Ejemplo 5.4. Se prepararon nanocépsulas constituidas por un ntcleo oleoso

10  recubierto de HA segun el procedimiento de homogeneizacion:

1) se prepar6 una fase oleosa compuesta por una disolucion de lecitina (30
mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (4 mg) en

diclorometano (1 ml) a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812;

il) se afiadid la disolucion obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua
15 conteniendo 0,25 % p/v de poloxamero 188 y se homogeneiz6 a 16.000
rpm durante 5 minutos y posteriormente a 19.000 rpm durante otros 5

minutos;

ii1) se diluy6 la emulsion obtenida con agua (diluciéon 1:10) y se homogeneizo

durante 3 minutos a 22.000 rpm;

20 iv) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante para

formar una nanoemulsion cationica; y

v) se recubrid la nanoemulsion obtenida en la etapa iv) mediante un proceso
de incubacion con una disolucién acuosa (1,5 ml) compuesta por 0,5 a 25

mg de hialuronato de sodio, en una proporcion 4:1,5
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(nanoemulsion:disolucion de HA), 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 24 se muestran los

valores obtenidos de los parametros citados en funcion de la cantidad de HA en la etapa

V).

TABLA 24
Formulaciéon | HA etapa v (mg) | Tamafio (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NE - 141+9 0,3 49 + 1
NCs HA 25 166 =18 0,2 44 +£2
NCs HA 12,5 143 £3 0,2 42 +3
NCs HA 0,5 214+ 5 0,3 37+6
Ejemplo 6

Evaluacién de la capacidad de encapsulacidon del farmaco lipofilico docetaxel en

nanocapsulas de HA

Se prepararon nanocapsulas de HA en forma de sal de sodio, un nticleo oleoso
compuesto por lecitina, Miglyol® 812 y los tensoactivos catiénicos cloruro de
benzalconio (4 mg) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg) y poloxdmero 188.
Se procedio a la incorporacion de un farmaco lipofilico, tomando para ello el docetaxel,
un agente antitumoral practicamente insoluble en agua. El procedimiento de elaboracion
corresponde al procedimiento previamente descrito en el ejemplo 5.1, con una
modificacion, ya que una pequefia alicuota de una solucion stock del ingrediente activo
en etanol (1-100 mg/ml) es incorporada a la fase oleosa. Posteriormente se rotaevapora
el sistema hasta obtener un volumen constante y se incuba con una solucion de HA
formandose las nanocépsulas de HA encapsulando docetaxel con relaciones de peso de
docetaxel/nanocapsulas de HA de hasta el 4 %.

Una vez preparadas las nanocépsulas segtn el procedimiento de la invencion se
determiné la eficacia de encapsulacion (evaluando el farmaco libre mediante
cromatografia liquida de alta resolucion, con A=227nm), obteniéndose una eficacia de
encapsulacion de =65%. También se midieron los parametros didmetro medio de

particula, indice de polidispersion y potencial zeta (Tabla 25).
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TABLA 25
Formulacion Tamano (nm) | PI | Potencial Zeta (mV)
NC BKC-HA 235+13 0,1 -45+4
NC BKC-HA/DCX 250 +20 0,1 52411
NC CTAB-HA 267 +£23 0,1 31+£3
NC CTAB-HA/DCX 276 £ 1 0.1 36+1

Ejemplo 7

Liberacidn del farmaco docetaxel de las nanocapsulas de HA

Se prepararon nanocéapsulas de HA encapsulando el fairmaco lipofilico docetaxel
siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 6. Las nanocépsulas fueron diluidas
en agua e incubadas en este medio en agitacion horizontal (100 rpm) a 37°C. A diversos
tiempos se tomaron muestras de los medios de incubacion y se aislaron las nanocéapsulas
en suspension mediante ultracentrifugacion. Finalmente se valor6 la fraccion de
farmaco liberado cuantificando la cantidad de farmaco libre en el liquido infranadante la
que se cotejo con aquella fraccion del farmaco que permanecia unida a las
nanocapsulas. La cuantificacion del docetaxel se realizo segtn lo descrito en el ejemplo

6. El perfil de cesion del farmaco de las nanocépsulas de HA se recoge en la figura 4.

Ejemplo 8

Evaluacion del tamaifio de particula de la formulacidon de nanocapsulas de HA durante

su almacenamiento

Se prepararon nanocépsulas de HA en forma de sal de sodio, un ntcleo oleoso
compuesto por lecitina, Miglyol® 812y cloruro de benzalconio (4 mg) o
hexadeciltrimetilamonio (5,4 mg) y poloxdmero 188 segun el procedimiento
previamente descrito. Se realizaron medidas de tamafio de particula durante un tiempo
pertinente, con el fin de obtener informacion acerca de la evolucion del sistema con el
tiempo. Asimismo se evalud el efecto de la temperatura de almacenamiento (4 y 37°C)
sobre la estabilidad de las nanocapsulas. Los resultados presentados en las figuras 5a 'y
5b muestran la escasa variabilidad del tamano de las nanocapsulas de HA al 5,8 % p/p
con cloruro de benzalconio y bromuro de hexadeciltrimetilamonio respectivamente,

durante el almacenamiento.
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Ejemplo 9

Evaluacidon del efecto del crioprotector trehalosa sobre el tamafio de particula de las

nanocapsulas de HA tras el proceso de liofilizacidon

Se prepararon nanocapsulas de HA en forma de sal de sodio, un nucleo oleoso
compuesto por lecitina, Miglyol® 812 y el tensoactivo catidonico cloruro de benzalconio
(4 mg) y poloxamero 188, segin el procedimiento previamente descrito. Se evalud el
efecto que tiene el agente crioprotector trehalosa durante el proceso de liofilizacion de
las nanocépsulas de HA y en la posterior recuperacion del tamafio de particula tras la
resuspension ensayando dos concentraciones de trehalosa, 5 y 10% p/v. Asimismo, se
evalud la influencia de la concentracion de nanocépsulas (0,25, 0,5 y 1% p/v) en la
suspension a liofilizar. Los resultados de la figura 6 muestran el tamafo de particula de

las nanocapsulas de HA liofilizadas tras la resuspension.

Ejemplo 10
Estudio de la capacidad de inhibicion de la proliferacién celular de las nanocapsulas de

HA

Con el fin de evaluar el potencial de las nanocapsulas de HA que encapsulan la
molécula citostatica docetaxel para inhibir la proliferacion celular de la linea de cancer
de pulmén NCI-H460, se prepararon las nanocapsulas de HA utilizando bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (1.8 mg) segln el procedimiento descrito en el ejemplo 6. Los
resultados recogidos en la figura 7 muestran la mayor capacidad de inhibicion de la
proliferacion de las nanocéapsulas que encapsulan docetaxel en comparacion con la
molécula libre cuando los sistemas se ponen en contacto durante 2 y 48 h con las células
cancerigenas. Por otra parte, se puede apreciar la inocuidad de los sistemas sin
docetaxel. Los valores de IC50, concentracion a la cual se produce el 50% de la
mortalidad de la poblacion, fueron calculados mediante el programa Graph Pad Prism
2.1 (Graph Pad Software). De este modo, la solucion de docetaxel presento valores de
IC50 de 105y 36 nM al estar en contacto con las células durante 2 y 48
respectivamente; mientras que las formulaciones de nanocépsulas de HA encapsulando

docetaxel presentaron valores de =29 y =13 nM en los mismos tiempos de incubacion,
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resultando la nanoencapsulacion del docetaxel 3,6 y 2,8 veces mas efectiva en la

inhibicion de la proliferacion celular.

Ejemplo 11

Evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de las nanocapsulas de PAsn en

funcidn de la cantidad de polimero.

Ejemplo 11.1. Se prepararon nanocapsulas constituidas por un nacleo oleoso

recubierto de PAsn segun el procedimiento de difusién de disolvente en dos etapas:

1) se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona
(0,5:9 ml) de lecitina (30 mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de
benzalconio (4 mg) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg), a la

que se le adiciona 0,125 ml de Miglyol® 812.

il) se afiade la disolucion obtenida en la etapa i) sobre 10 ml de agua bajo
agitacion magnética manteniéndose durante 10 minutos, de este modo se

obtiene espontdneamente la nanoemulsion catidnica;
iii) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante;

1v) se recubri6 la nanoemulsion cationica obtenida en la etapa iii) mediante un
proceso de incubacidn con una disolucion acuosa (1 ml) compuesta por
distintas cantidades de PAsn, en una proporcion 3,7:1, produciéndose de
forma inmediata el recubrimiento, de manera independiente a la

temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi
como su carga eléctrica superficial (potencial zeta) y se tomaron fotos de las
nanocapsulas mediante microscopia electronica de transmision (figura 8). En la tablas
26 y 27 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros citados en funcion de la
cantidad de PAsn en la etapa iv) y utilizando cloruro de benzalconio (4 mg) o bromuro

de hexadeciltrimetilamonio (1,4 mg), respectivamente.

TABLA 26
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Formulacion PAsn etapa | Tamafo P Potencial
iv (mg) (nm) Zeta (mV)
NE - 215+7 0.1 34+3
NCs PAsn 100 253+ 16 0.2 -36+9
NCs PAsn 50 250+ 13 0.1 366
NCs PAsn 25 243+ 19 0.1 -39+2
NCs PAsn 10 235+5 0.1 -33+4
NCs PAsn 5 262+ 3 0.1 -19+2
NCs PAsn 1 370 £ 13 0.2 10+2
TABLA 27
Formulacion PAsn etapa | Tamafo P Potencial
iv (mg) (nm) Zeta (mV)
NE - 208 =10 0.1 40+ 3
NCs PAsn 100 270+ 5 0.2 -15+9
NCs PAsn 50 263+ 8 0.2 20+6
NCs PAsn 25 249+ 19 0.2 23+2
NCs PAsn 10 214+9 0.1 24 +4
NCs PAsn 5 290+ 3 0.2 S EY)
NCs PAsn 1 339+ 16 0.2 10+2
5 Ejemplo 11.2. Se prepararon nanocapsulas constituidas por un nicleo oleoso

recubierto de PAsn segun el procedimiento de difusién de disolvente en una etapa:

a) se prepard una disolucion acuosa de poliasparagina (20 ml) en la que se

disuelve distintas cantidades del poliaminoacido, 5-200 mg;

b) se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucion etanol/acetona
10 (0,5:9 ml) de lecitina (30 mg) y los tensoactivos cationicos cloruro de
benzalconio (4 mg) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg) a la

que se le adiciona 125 pl de Miglyol® 812;

c) se mezclaron bajo agitacion magnética durante 10 minutos las disoluciones
resultantes de las etapas a) y b), obteniéndose espontdneamente las

15 nanocapsulas;
d) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En la tablas 28 y 29 se muestran los
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valores obtenidos de los parametros citados en funcion de la cantidad de PAsn en la
disolucion acuosa de la etapa a) utilizando cloruro de benzalconio o bromuro de

hexadeciltrimetilamonio, respectivamente.

TABLA 28
Formulacion PAsn etapa | Tamafio P Potencial
a (mg) (nm) Zeta (mV)
NCs PAsn 10 - - -
NCs PAsn 50 323+ 16 0.2 -23+13
NCs PAsn 25 250+ 7 0.2 20+ 6
NCs PAsn 10 215+9 0.1 -18+1
NCs PAsn 5 196 £9 0.2 -6+1
NCs PAsn 1 356+ 6 0.2 13+£5
5
TABLA 29
Formulacion PAsn etapa | Tamafio P Potencial
a (mg) (nm) Zeta (mV)
NCs PAsn 10 - - -
NCs PAsn 50 366+ 5 0.3 22+ 6
NCs PAsn 25 260+ 4 0.2 20+7
NCs PAsn 10 173.9+5 0.1 2443
NCs PAsn 5 140+ 3 0.2 -14+2
NCs PAsn 1 332+9 0.2 13+£6

Ejemplo 11.3. Se prepararon nanocéapsulas constituidas por un nticleo oleoso

10  recubierto de PAsn segin el procedimiento de sonicacion:

1) se prepar6 una fase oleosa compuesta por una disolucion de lecitina (30
mg) y el tensodctivo catidonico cloruro de benzalconio (4 mg) o CTAB (1.8
mg) en diclorometano (1 ml) a la que se le adiciona 200 ul de Miglyol®
812;

15 i1) se anadi6 la disolucion obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua y se

sonico durante 30 segundos;
ii1) se diluyo la emulsion obtenida con agua (dilucion 1:10);

iv) se evaporaron los disolventes organicos hasta volumen constante para

formar una nanoemulsion catidnica; y

20 v) se recubrid la nanoemulsion catidnica obtenida en la etapa iv) mediante un

proceso de incubacién con una disolucién acuosa (1 ml) compuesta por
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distintas cantidades de poliasparagina, en una proporcion 4:1
(nanoemulsién:disolucion de PAsn), produciéndose de forma inmediata el

recubrimiento, independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En la tabla 30 se muestran los

valores obtenidos.

Ejemplo 11.4. Se prepararon nanocéapsulas constituidas por un nticleo oleoso

recubierto de poliasparagina segun el procedimiento de homogeneizacion:

i)

se prepard una fase oleosa compuesta por una disolucién de lecitina (30
mg) y el tensoactivo catidnico cloruro de benzalconio (4 mg) o CTAB (1,8
mg) en diclorometano (1 ml) a la que se le adiciona 125 pl de Miglyol®
812;

se afladi6 la disolucion obtenida en la etapa i) sobre 2 ml de agua y se
homogeneiz6 a 16.000 rpm durante 5 minutos y posteriormente a 19.000

rpm durante otros 5 minutos;

se diluy¢ la emulsion obtenida con agua (dilucion 1:10) y se homogeneizo

durante 3 minutos a 22.000 rpm;

se evaporaron los disolventes orgdnicos hasta volumen constante para

formar una nanoemulsion catidnica; y

se recubri6 la nanoemulsion obtenida en la etapa iv) mediante un proceso
de incubacién con una disolucion acuosa (1 ml) compuesta por distintas
cantidades de PAsn, en una proporcion 4:1 (nanoemulsion:disolucion de
PAsn), produciéndose de forma inmediata el recubrimiento,

independientemente de la temperatura.

Una vez preparadas, se midio su didmetro medio, indice de polidispersion asi

como su carga eléctrica superficial (potencial zeta). En la tabla 30 se muestran los

valores obtenidos de los pardmetros citados.

TABLA 30
. Cantidad TA | Cantidad Tamafio Potencial
Meétodo TA (mg) PAsn (nm) P Zeta (mV)
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Sonicacion CTAB 1.8 1 mg/mL 226 £5 0,1 -30+4
Sonicacion BKC 4 1 mg/mL 242 +3 0,2 37+5
Homogeneizacion CTAB 1.8 1 mg/mL 236 +2 0,1 Sl+1
Homogeneizacion BKC 4 1 mg/mL 254 +3 0,2 -34+6
Ejemplo 12

Evaluacién de la capacidad de encapsulacidon del farmaco lipofilico docetaxel en

nanocapsulas de poliasparagina

Se prepararon nanocapsulas de PAsn, con un nuicleo oleoso compuesto por
lecitina, Miglyol® 812 y los tensoactivos cationicos cloruro de benzalconio (4 mg) o
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg). Se procedio a la incorporacion de un
farmaco lipofilico, el docetaxel, un agente antitumoral practicamente insoluble en agua.
El procedimiento de elaboracion corresponde al procedimiento previamente descrito en
el ejemplo 11.1., con una ligera modificacion, una pequefia alicuota de una solucion del
ingrediente activo en etanol (1-100 mg/ml) es incorporada a la fase oleosa.
Posteriormente se rotaevapora el sistema hasta obtener un volumen constante y se
incuba con una solucidon de PAsn formandose las nanocépsulas encapsulando docetaxel
con relaciones de peso de docetaxel/nanocapsulas de PAsn de hasta un 30%.

Una vez preparadas las nanocapsulas seglin el procedimiento de la invencion se
determiné la eficacia de encapsulacion (evaluando el farmaco libre mediante
cromatografia liquida de alta resolucion, A=227nm), obteniéndose una eficacia de
encapsulacion de =75%. También se midieron los parametros didmetro medio de

particula, indice de polidispersion y potencial zeta (Tabla 31).

TABLA 31
Formulacion Te(l;n;;lo PI Zl)g;ezis}) % Asociacion
NC BKC-PAsn 254+ 6 0,1 33+6 -
NC BKC-PAsn DCX 249 +7 0,1 3611 75+£3
NC CTAB-PAsn 235 £7 0,1 28+3 -
NC CTAB-PAsn DCX 236+ 12 0.1 -32+8 76 +£2

Ejemplo 13

Liberacion del farmaco docetaxel de las nanocépsulas de poliasparagina
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Se elaboraron nanocapsulas de poliasparagina encapsulando el farmaco
lipofilico docetaxel siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 12. Las
nanocapsulas fueron diluidas en agua e incubadas en este medio en agitacion horizontal
(100 rpm) a 37°C. A diversos tiempos se tomaron muestras de los medios de incubacion
y se aislaron las nanocépsulas en suspension mediante ultracentrifugacion. Finalmente
se valor¢ indirectamente la fraccion de farmaco liberado cuantificando la cantidad de
farmaco encontrada fuera de las nanocapsulas. La cuantificacion del docetaxel se realizd
seguin lo descrito en el ejemplo 12. El perfil de liberaciéon del farmaco de las

nanocapsulas de PAsn se recoge en la figura 9.

Ejemplo 14

Evaluacidon de la variacion del tamaiio de particula de la formulacion de nanocépsulas

de poliasparagina durante su almacenamiento

Se prepararon nanocapsulas de poliasparagina, un nicleo oleoso compuesto por
lecitina, Miglyol® 812 y cloruro de benzalconio (4 mg) o bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (4 mg) segun el procedimiento previamente descrito. Se
realizaron medidas de tamafio de particula durante un largo periodo de tiempo, con el
fin de obtener informacion acerca de la evolucion del tamafo del sistema con el tiempo.
Asimismo se evalu6 el efecto de la temperatura de almacenamiento (4 y 37°C) sobre la
estabilidad de las nanocapsulas. Los resultados presentados en las figuras 10a y 10b
muestran la escasa variabilidad del tamafio de las nanocéapsulas de PAsn con cloruro de
benzalconio y bromuro de hexadeciltrimetilamonio respectivamente, durante el

almacenamiento.

Ejemplo 15

Evaluacién del efecto la trehalosa v la glucosa sobre el tamafio de particula de las

nanocapsulas de PAsn tras el proceso de liofilizacion

Se prepararon nanocépsulas de poliasparagina, un nicleo oleoso compuesto por
lecitina, Miglyol® 812 y el tensoactivo catidonico bromuro de hexadeciltrimetiamonio
(1,8 mg), segun el procedimiento previamente descrito. Se evalu6 el efecto que tiene el
agente crioprotector trehalosa durante el proceso de liofilizacion de las nanocéapsulas de

PAsn y en la posterior recuperacion del tamafio de particula tras la resuspension
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ensayando dos concentraciones de crioprotector, 5y 10% p/v. Asimismo, se evalud la
influencia de la concentracién de nanocapsulas (0,25, 0,5 y 1% p/v) en la suspension a
liofilizar. Los resultados de la Tabla 32 muestran el tamafio de particula de las

nanocapsulas de PAsn liofilizadas tras la resuspension.

TABLA 32
INC] % [CRIO] % | Tamaiio SD
GLUCOSA

0,125 0,25 3427 8,856

0,125 1 293,5 7,862

0,25 0,5 302,6 8,271

0,5 0,5 3229 6.795

0,5 1 314,8 7.808
TREHALOSA

0,125 0,25 352,2 9,419

0,125 0,5 2383 0,459

0,125 1 260,4 1,752

0,25 0,25 269,1 26,41

0,25 0,5 245.,4 1,419

0,25 1 236,1 3,045

0,5 0,25 380,5 20,22

0,5 0,5 258 4,07

0,5 1 236,5 2,285

Ejemplo 16
Estudio de la capacidad de inhibicion de la proliferacion celular de las nanocdpsulas de

PAsn

Con el fin de evaluar el potencial de las nanocapsulas de PAsn que encapsulan el
docetaxel para inhibir la proliferacion celular de la linea celular de cancer de pulmén
NCI-H460, se prepararon las nanocapsulas de PAsn utilizando bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (1,8 mg) segtn el procedimiento descrito en el ejemplo 12. Los
resultados recogidos en la figura 11 muestran la mayor capacidad de inhibicion de la
proliferacion de las nanocéapsulas que encapsulan docetaxel en comparacion con la
molécula libre cuando los sistemas se ponen en contacto durante 2 y 48 h con las células
cancerosas. Por otra parte, se puede apreciar la inocuidad de los sistemas sin docetaxel.
Los valores de IC50, fueron calculados mediante el programa Graph Pad Prism 2.1

(Graph Pad Software). De este modo, la solucion de docetaxel presentd valores de IC50
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de 105 y 36 nM al estar en contacto con las células durante 2 y 48 respectivamente;
mientras que las formulaciones de nanocapsulas de PAsn encapsulando docetaxel
presentaron valores de =30 y =13 nM en los mismos tiempos de incubacidn, resultando
la nanoencapsulacion del docetaxel 3,5 y 2,8 veces mas efectiva en la inhibicion de la

proliferacion celular.
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REIVINDICACIONES

Un sistema para la administracion de ingredientes activos que comprende nanocapsulas
que comprenden un aceite, un tensoactivo cationico y un polimero seleccionado del
grupo que consiste en acido poliglutdmico (PGA), acido poliglutamico-polietilenglicol
(PGA-PEG), 4cido hialuronico (HA) y poliasparagina (PAsn) o una combinacion de los

mismos, y opcionalmente un ingrediente activo,

con la condicién de que cuando dicho sistema de nanocapsulas incluye acido
poliglutamico o acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el

ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el tensoactivo
cationico se selecciona entre cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, cloruro de
cetilpiridinio, bromuro de cetiltiridinio, bromuro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de
trimetiltetradecilamonio, bromuro de hexadeciltrimetilamonio y poloxaminas o

mezclas de los mismos.

Sistema segun la reivindicacion 2, donde dicho tensoactivo catidénico es cloruro de

benzalconio o bromuro de hexadeciltrimetilamonio.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el aceite se
selecciona entre aceite mineral, aceite de escualeno, aceites de sabor, aceite de silicona,
aceites esenciales, vitaminas insolubles en agua, isopropil estearato, butil estearato,
octil palmitato, cetil palmitato, tridecil behenato, diisopropil adipato, dioctil sebacato,
mentil antranilato, cetil octanoato, octil salicilato, isopropil miristato, cetoles de
dicarpato de neopentilglicol, Cerafilos®, decil oleato, C»-C;s alquil lactatos, cetil
lactato, lauril lactato, isostearil neopentanoato, miristil lactato, isocetil estearoil
estearato, octildodecil estearoil estearato, aceites de hidrocarburos, isoparafina,
parafinas fluidas, isododecano, vaselina, aceite de argan, aceite de colza, aceite de
chile, aceite de coco, aceite de maiz, aceite de algodon, aceite de lino, aceite de semilla
de uva, aceite de mostaza, aceite de oliva, aceite de palma, aceite de palma fraccionado,
aceite de cacahuete, aceite de ricino, aceite de semilla de pino, aceite de semilla de
amapola, aceite de semilla de calabaza, aceite de salvado de arroz, cartamo, aceite de

té, aceite de trufa, aceite vegetal, aceite de albaricoque, aceite de jojoba, aceite de
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macadamia, aceite de germen de trigo, aceite de almendra, aceite de soja, aceite de
sésamo, aceite de avellana, aceite de girasol, aceite de cafiamo, aceite de bois, aceite de
nuez de Kukui, aceite de aguacate, aceite de nuez, aceite de pescado, aceite de baya,
aceite de pimienta de Jamaica, aceite de enebro, aceite de semilla, aceite de semilla de
almendra, aceite de semilla de anis, aceite de semilla de apio, aceite de semilla de
comino, aceite de semilla de nuez moscada, aceite de hoja de albahaca, aceite de hoja
de laurel, aceite de hoja de canela, aceite de hoja de salvia comun, aceite de hoja de
eucalipto, aceite de hoja de limoén, aceite de hoja de melaleuca, aceite de orégano,
aceite de hoja de pachuli, aceite de hoja de menta, aceite de aguja de pino, aceite de
hoja de romero, aceite de menta verde, aceite de hoja del arbol de té, aceite de hoja de
tomillo, aceite de hoja de té de Canada, aceite de flor, aceite de camomila, aceite de
salvia romana, aceite de clavo, aceite de flor de geranio, aceite de flor de hisopo, aceite
de flor de jazmin, aceite de flor de lavanda, aceite de flor de mauka, aceite de flor de
mejorana, aceite de flor de naranja, aceite de flor de rosa, aceite de flor de ylang-ylang,
aceite de corteza, aceite de corteza de casia, aceite de corteza de canela, aceite de
corteza de sasafras, aceite de madera, aceite de madera de alcanfor, aceite de madera de
cedro, aceite de palo de rosa, aceite de sandalo, aceite de madera de jengibre, aceite de
resina, aceite de recino, aceite de mirra, aceite de piel, aceite de piel de Bérgamo, aceite
de piel de pomelo, aceite de piel de limdn, aceite de piel de lima, aceite de piel de
naranja, aceite de piel de mandarina, aceite de raiz, aceite de valeriana, acido oleico,
acido linoleico, oleil alcohol, alcohol de isostearilo, oleato de etilo, Miglyol®,
Labrafil®, Labrafac®, Peceol® y Maisine®, derivados sintéticos o semisintéticos de

los mimos y combinaciones de los mismos.
Sistema segun la reivindicacion 4, donde dicho aceite es Miglyol®.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que adicionalmente

comprende un tensoactivo soluble en aceite.

Sistema segun la reivindicacion 6, donde el tensoactivo soluble en aceite es un
fosfolipido seleccionado entre  lecitina, fosfatidilglicerol,  fosfatidilserina,
fosfatidilinositol,  difosfatidilglicerol, acido  fosfatidico, fosfatidilcolina vy

fosfatidiletanolamina.

Sistema segun la reivindicacion 7, donde dicho fosfolipido es lecitina.
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Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que adicionalmente

comprende un tensoactivo soluble en agua.

Sistema segun la reivindicacion 9, donde el tensoactivo soluble en agua es se

selecciona entre poloxamero y polisorbatos.
Sistema segun la reivindicacion 10, donde dicho poloxamero es poloxamero 188.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el ingrediente activo
se selecciona entre péptidos, proteinas, compuestos lipidicos o lipofilicos, compuestos
sacaridicos, compuestos de acidos nucleicos y nucledtidos o bien combinaciones de los

mismos.
Sistema segun la reivindicacion 12, donde el ingrediente activo es docetaxel.

Sistema segun la reivindicacion 12, donde el ingrediente activo se selecciona entre un

oligonucledtido, ARN de interferencia, un plasmido de ADN o un polinucleétido.

Sistema segun la reivindicacion 14, donde el ingrediente activo es un plasmido de

ADN.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se

encuentra en forma liofilizada.

Procedimiento de obtencién del sistema definido en cualquiera de las reivindicaciones

1 a 16, que comprende:

a) preparar una disolucion acuosa que comprende un polimero seleccionado del
grupo que consiste en acido poliglutamico (PGA), poliglutamico-
polietilenglicol (PGA-PEG), acido hialurénico (HA) y poliasparagina (PAsn) o
una combinacion de los mismos, y opcionalmente un tensoactivo soluble en

agua;

b) preparar una disolucion orgdnica que comprende un aceite y un tensoactivo

cationico, y opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite;

¢) mezclar bajo agitacion las disoluciones preparadas en las etapas a) y b),

obteniéndose espontaneamente las nanocapsulas; y

d) opcionalmente, evaporar total o parcialmente los disolventes orgédnicos de la

mezcla obtenida en la etapa anterior hasta volumen constante.
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Procedimiento segiin la reivindicacion 17, que ademés comprende afiadir un
ingrediente activo, con la condicion de que cuando dicho polimero incluye acido
poliglutdmico o acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el

ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina.

Procedimiento de obtencion del sistema definido en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 16, que comprende recubrir una nanoemulsion, constituida al menos por un aceite,
un tensoactivo cationico, opcionalmente un tensoactivo soluble en aceite y una fase
acuosa que opcionalmente comprende un tensoactivo soluble en agua, mediante un
proceso de incubacion con una disolucion acuosa de acido poliglutamico,
poliglutamico-polietilenglicol, 4cido hialurdnico, poliasparagina o una mezcla de los

mismos.

Procedimiento segiin la reivindicacion 19, que ademas comprende afiadir un
ingrediente activo, con la condicion de que cuando dicho polimero incluye acido
poliglutdmico o acido poliglutamico-polietilenglicol (PGA-PEG), entonces el

ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina.

Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, que a continuacion
comprende una etapa de liofilizacion de los sistemas obtenidos en presencia de

crioprotectores.

Procedimiento segun la reivindicacion 21, que a continuacion comprende una etapa

para regenerar los sistemas liofilizados.

. Composicion farmacéutica que comprende el sistema definido en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 16.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 23, en donde dicha composicion es

para administracion topica, parenteral o a través de mucosas.

. Uso de un sistema como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 16

en la preparacion de un medicamento.

Uso de un sistema como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 en

la preparacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.
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FIGURA 1a
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FIGURA 2a
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FIGURA 3
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FIGURA 5a
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FIGURA 6
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FIGURA 7a
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FIGURA 8a FIGURA 8b

FIGURA 9
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FIGURA 10a
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FIGURA 11a
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130015

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 BR P10803473 A2 (FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA 15.06.2010
DO ESTADO DE SAO PAULO, UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO)

D02 WO 2009087678 A2 (SUN PHARMA ADVANCED RESEARCH 16.07.2009
COMPANY LIMITED)
D03 YENICE, IREM et al.; Hyaluronic acid coated poly-epsilon- 2008
caprolactone nanospheres deliver high concentrations of
cyclosporine A into the cornea; Experimental Eye Research
(2008) volumen 87, paginas 162-167; ISSN 0014-4835.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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 que
comprenden un aceite, un tensioactivo catidnico y un polimero seleccionado del grupo que consiste en &cido poliglutamico,
acido poliglutdmico-polietilenglicol, acido hialurénico y poliasparagina o una combinacion de los mismos, y opcionalmente un
ingrediente activo, con la condicién de que cunado dicho sistema de nanocapsulas incluye acido poliglutdmico o acido
poliglutamico-polietilenglicol,, entonces el ingrediente activo no es una didemnina o una tamandarina. Se refiere asimismo al
procedimiento de obtencién de dicho sistema, a la composicion farmacéutica que lo contiene y al uso del mismo en la
preparacion de un medicamento.

El documento D01 divulga un sistema de liberacién de principios activos que consiste en nanoparticulas que comprenden un
aceite, un tensioactivo, una molécula biodegradable y una sustancia activa. Entre la relaciéon de moléculas biodegradables
figuran los polimeros biodegradables y entre ellos el &cido hialurénico. Las nanoparticulas se preparan a partir de una
solucién del polimero biodegradable y el principio activo que se afiade a una solucién que es mezcla del aceite y el
surfactante.

El documento D02 divulga una nanodispersion de nanoparticulas que comprenden un derivado de taxano, un polimero y un
tensioactivo.

El documento D03 divulga nanoesferas de poli(epsilon-caprolactona) recubiertas con &cido hialurénico como sistema de
liberacién de ciclosporina A en la cérnea.

A la vista de los documentos citados, se considera que la invencion recogida en las reivindicaciones 1-26 de la solicitud
cumple los requisitos de novedad y actividad inventiva (Articulos 6.1y 8.1 L.P.).
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