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ES 2345182 T3

DESCRIPCION

Vehiculos nanoparticulados coloidales que contienen polimeros en peine solubles en agua cargados o sin cargar y
su uso para administracién mucosa.

La presente invencidn tiene como objeto un vehiculo coloidal que contiene, preferiblemente en forma de nano-
particula, como polimero de vehiculo un polimero en peine anfifilo soluble en agua y concretamente como columna
vertebral (esqueleto) al menos un poliol soluble en agua (-g-) injertado con cadenas laterales hidréfobas y dado el
caso grupos i6nicos. La invencion se refiere preferiblemente al uso de tales vehiculos particulados coloidales para
administracién mucosa.

Hay una gran necesidad de proporcionar nuevos “sistemas de liberacién de farmacos” en el marco de la farma-
coterapia moderna. Las formulaciones de principios activos y las combinaciones de principios activos que llevan al
principio activo a una forma administrable son cada vez mds importantes y a este respecto influyen positivamente
especialmente en la estabilidad del principio activo, su biodistribucién, biodisponibilidad y/o resorcién. Debido a los
grandes avances en la biologia molecular, la tecnologia genética y la biotecnologia, cada vez estd disponible un niimero
cada vez mayor de principios activos macromoleculares hidréfilos como, por ejemplo, proteinas (proteinoides), (cons-
tructos de) dcidos nucleicos junto con derivados y factores de crecimiento, vacunas, etc. No obstante, la administracién
humana o veterinaria de estas biomoléculas sin vehiculos adecuados se dificulta por numerosos efectos secundarios
no deseados o incluso no es posible en parte.

Deben exigirse requisitos muy especiales a los sistemas de liberacion de farmacos adecuados que pueden adhe-
rirse a mucosas (la llamada bioadhesion) y activar éstas o MALT (tejidos linfoides asociados a mucosa “associated
lymphoid tissues”) e inducir una respuesta inmunitaria sistémica. Tales sistemas cuyos vehiculos son biodegradables
se consideran en general ventajosos o son compatibles para una administracién crénica. Especialmente ventajoso es
el uso de vehiculos cuyos componentes individuales se derivan de clases de polimeros como es sabido compatibles
(es decir: biocompatibles). Tales sistemas capacitados -en el marco de una administracién mucosa o transmucosa- se
han descrito poco hasta la fecha en la bibliograffa. Tales sistemas de vehiculos anteriormente descritos en forma de
nanoparticulas se consideran en general ventajosos (Carino, Mathiowitz, Adv. Drug Delivery Rev. 35(1999). 249-257;
Allémann, Leroux, Gurny, Adv. Drug Delivery Rev. 34(1998), 171-189).

La publicacién -Breitenbach, Kissel, Polymer 39, 3261, 1998- da a conocer un procedimiento para la preparacion
de polimeros en peine con una columna vertebral de poli(alcohol vinilico) (esqueleto de PVA) que se injertd con alfa-
hidroxidcidos hidréfobos y concretamente dcido poli(lactico-co-glicdlico) (abreviatura: PLG) obteniéndose PVA-g-
PLG. A este contenido de publicacién se hace referencia explicita en el marco de esta invencién.

Los polimeros en peine de este tipo se consideran ventajosos ya que presentan una alta biocompatibilidad, asi como
un caricter anfifilo deseado y pueden ser solubles ser agua bajo determinadas condiciones.

En Breitenbach, Nykamp, Kissel, Self-assembling colloidal carriers for protein delivery: nanoparticulate polymer
protein conjugates with novel watersoluble biodegradable comb polyolesters, Proc. Int. Symp. Control. Rel. Bioact.
Mater. 26 (1999) 248 se modifican tales polimeros en peine PVA-g-PLG para dar sulfobutil-PVA-g-PLG cargado
soluble en agua.

Los polimeros en peine cargados y sin cargar de este tipo (cargado: polielectrolito en peine) han demostrado ser
adecuados en presencia de una disolucién de proteinas para establecer un vehiculo coloidal que tiende a la autoagre-
gacién con obtencidn de nanoparticulas. El control de la autoagregacion se describe, ademds de las propiedades de
polimeros, como pH y en funcién de la temperatura.

Sin embargo, es desventajoso que no se dé a conocer ninguna exposicién técnica que proporcione reproducible-
mente tales polimeros completamente solubles en agua.

Sorprendentemente, a partir de tales vehiculos coloidales pueden obtenerse nanoparticulas que son especialmente
adecuadas para afiadirse a la mucosa y éstas activan ésta o MALT debido a su tamafo y carga especialmente adecuados.

Por tanto, el objetivo de la invencién es proporcionar un vehiculo nanoparticulado coloidal que como polimero
de vehiculo contiene un polimero en peine soluble en agua y/o polielectrolitos en peine con cardcter anfifilo con la
propiedad de afiadirse a la mucosa o MALT, y activar ésta o MALT e inducir una respuesta inmunitaria sistémica.

El objetivo se alcanza proporcionando vehiculos particulados coloidales que contienen un polimero en peine solu-
ble en agua, conteniendo el polimero en peine soluble en agua una columna vertebral de al menos un poliol soluble
en agua, asi como cadenas laterales hidr6fobas con formacién de un caricter anfifilo y dado el caso grupos iénicos,
alcanzando el polimero de columna vertebral un peso molecular medio (M(w)) de 10.000 a 30.000 g/mol y junto
con cadenas laterales hidr6fobas correspondientemente un peso molecular medio (M(w)) de preferiblemente 45.000 a
100.000 g/mol, y presentando los vehiculos un tamafio de 10 a 800 nm.

En una forma de realizacién especial, el polimero en peine soluble en agua es un polielectrolito en peine soluble
en agua con un gran nimero adicional de grupos disociables idénicos que como constituyente integral de la cadena
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principal del polimero estdn colgados lateralmente en ésta (en los dientes del peine), ademads de las cadenas laterales
hidréfobas.

Por tanto, se prefiere muy especialmente un polimero en peine soluble en agua completamente lineal y/o polie-
lectrolito en peine que contiene al menos un poliol soluble en agua lineal como esqueleto con una masa molar media
(M(w)) de 10.000-30.000 g/mol, con especial preferencia 15000-25000 g/mol y de manera muy especialmente prefe-
rida 20.000 g/mol, que con cadenas laterales hidr6fobas alcanza un peso molecular (M(w)) de preferiblemente 45.000-
100.000 g/mol, con especial preferencia 50.000-80.000 g/mol y de manera muy especialmente preferida 50.000-60.000
g/mol (véase para esto la Tabla 3, alli ejemplos solubles en agua de tales polimeros en peine).

Sorprendentemente, a partir de los vehiculos nanoparticulados coloidales obtenidos de los polimeros en peine li-
neales solubles en agua cargados y sin cargar usados segtn la invencidn se obtienen sistemas de liberacién de farmacos
especialmente adecuados para la administracién mucosa.

Por tanto, un objeto de la invencidn se refiere a la bioadhesion especialmente adecuada de los vehiculos nanopar-
ticulados coloidales a mucosas y MALT con la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria sistémica (véanse los
ejemplos).

El poliol de columna vertebral se selecciona preferiblemente de la clase de los polimeros que llevan grupos hidro-
xilo biocompatibles conocidos para el experto como polisacaridos, polialcoholes, poli(alcohol vinilico), poli(acetato
de vinilo), dextranos, dado el caso poliacrilatos y derivados respectivamente correspondientes, no mencionados con-
cluyentemente.

La estructura de polimero en peine segtin la invencién se obtiene segiin la invencién mediante el injerto en el poliol
de columna vertebral lineal de polimeros hidréfobos adecuados y concretamente preferiblemente biodegradables o
biocompatibles como polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), politartrato, no mencionados concluyente-
mente.

La realizacién del polielectrolito en peine se obtiene mediante la modificacidn del polimero en peine con grupos
i6nicos adecuados seleccionados como grupos sulfobutilo, sulfopropilo, dietilaminoetilo, dietilaminometilo, carboxilo,
fosfato, acido sulfénico, no mencionados concluyentemente.

En una forma de realizacidn especial, el polielectrolito en peine segtin la invencién contiene una columna vertebral
de PVA con cadenas laterales ocupadas que pueden obtenerse a partir de 1,4-butanosultona, o cloruro de N-(2-clo-
roetil)-N,N-dietil-amonio o cloruro de N-(2-cloroetil)-N,N-dipropil-amonio y alfa-hidroxidcidos como dcido lactico y
acido glicdlico o a partir de sus productos de condensacién diméricos.

Por tanto, el polielectrolito en peine lleva funcionalidades de electrolito en cada unidad de repeticién de su macro-
molécula.

Dependiendo del grado de carga de los grupos cargados con grupos -OH (catiénicos/aniénicos) se diferencian
ionémeros (menos cargados) de polidcidos y polibases (altamente cargados). La interaccién de los polielectrolitos con
los principios activos puede realizarse tanto mediante fuerzas electrostaticas como también mediante hidréfobas.

El polielectrolito segtin la invencién se presenta la mayoria de las veces en disolucién como una molécula de ovillo
extendida mucho mads fuerte que la que se conoce de la molécula de polimero sin cargar (véase aqui, por ejemplo,
PVA-g-PLG) a consecuencia de la repulsion electrostatica intramolecular de los grupos iénicos.

Debe considerarse como especialmente ventajoso la anfifilia y la solubilidad en agua de los polimeros en pei-
ne solubles en agua usados con respecto a los posibles principios activos mencionados. Las nanoparticulas segtn la
invencién pueden obtenerse mediante un procedimiento sorprendentemente sencillo sin incorporar grandes cantida-
des de energia mecdnica o altas fuerzas de cizallamiento, especialmente también sin el uso de disolvente orgénico,
tensioactivos, emulsionantes u otros coadyuvantes ventajosos para la posterior tolerancia de la administracion.

Ademds, la invencién también se refiere a un procedimiento para la preparacion del vehiculo polimérico en el que,
a partir de un poliol soluble en agua activado, se carga en una primera etapa dado el caso con grupos cargados y en una
segunda etapa se une con cadenas laterales hidréfobas (por ejemplo, ésteres, éteres) (véase el Esquema de reaccion 1
y el Ejemplo 1y 2).

En una forma de realizacion preferida, los grupos cargados son 1,4-butanosulfona (SB) o cloruro de N-(2-cloroetil)-
N,N-dietil-amonio (DEAE). En la primera etapa se obtienen DEAE-PVA (catiénico) o SB-PVA (aniénico), que en la
segunda etapa forman el polimero en peine mediante poli(dcido lactico-co-glicdlico) y concretamente DEAE-PVA-g-
PLG y SB-PVA-g-PLG.

La segunda etapa se realiza preferiblemente mediante injerto en masa fundida (Breitenbach, anteriormente) con
polimerizacién en masa fundida con apertura de anillo de la lactida y glicolida.
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En el sentido de esta invencidn, las nanoparticulas del vehiculo coloidal pueden administrarse (aplicarse) de forma
diferente como sublingualmente, subcutdneamente, bucalmente, por via oral, nasalmente, pulmonarmente, vaginal-
mente, ocularmente o gastrointestinalmente.

Las administraciones de este tipo son de interés para todas las sustancias biol6gicamente activas farmacéuticamen-
te relevantes cuando se desea un transporte de principio activo sobre, en o por la mucosa (por tanto, segiin la invencion:
administracién mucosa de los polimeros en peine solubles en agua mencionados). Son especialmente ventajosas para
principios activos que se destruyen o inactivan sin la utilizacién de un vehiculo coloidal segtn la invencién en admi-
nistracién sublingual, bucal, oral, nasal, pulmonar, vaginal, ocular o gastrointestinal, o para las que se desea una alta
concentracion mucosa local (véase, por ejemplo, el toxoide del tétanos).

Por tanto, el vehiculo coloidal sirve preferiblemente como vehiculo de principio activo. Como principios activos
en el marco de esta invencién no pueden tomarse en consideracion concluyentemente:

1) Grupo de los principios activos hidréfilos macromoleculares farmacolégicamente relevantes:

a.) Vacunas que se seleccionan del grupo: vacunas atenuadas, vacunas inactivadas, vacunas de toxoides, cons-
tructos de ADN, asi como su preparacién adyuvantada dado el caso dirigida hacia gérmenes patégenos
o0 sus metabolitos patégenos de los que por la bibliografia se conoce la via de penetracién mucosa o que
colonizan predominantemente superficies mucosas como, por ejemplo, Helicobacter pylori, salmonelas
tififormes, Vibrio cholerae, neisserias (N. gonorrhoee, N. meningitidis), Entamoeba histolytica, Haemop-
hilus influenzae, Bordetella pertussis, virus de la hepatitis A, estafilococos colonizadores del colon o la
vagina, estreptococos tipo A y B, klebsiellas (K. pneumoniae, K oxytoca, K. rhinoscleromatis), shigelas,
yersinias, vibriones, Pseudomonas aeruginosa, legionelas, Korynebakterium diphtheriae, Bacillus anthra-
cis, micobacterias (M. tuberculosis, M. leprae), Treponema pallidum, Mycoplasma pneumoniae, clamidias
(C. trachomatis, C. pneumoniae), virus de la poliomielitis, rhinovirus, mixovirus (virus del sarampion,
virus de las paperas, virus paragripal), virus de la rubeola, rotavirus, adenovirus, virus de la gripe, virus
del herpes (virus varicela-Zoster, citomegalovirus, virus del herpes simple, VEB), VHA, VHE,;

b.) Vacunas que se seleccionan del grupo: vacunas atenuadas, vacunas inactivadas, vacunas de toxoides, cons-
tructos de ADN, asi como su preparacién adyuvantada dado el caso dirigida hacia gérmenes patégenos o
sus metabolitos patégenos en los que se presenta de forma conocida una ruta de infeccién parenteral, pero
una administracién mucosa provoca un titulo de inmunoglobulina especifico sistémico como, por ejemplo,
Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Yersinia pestis, Borrelia burgdorferi, virus de la rabia, VIH-1
y VIH-2, VHB, VHC, VHD;

c.) Proteinas, péptidos, glico y lipopéptidos como, por ejemplo, insulina, calcitonina, eritropoyetina, factor
estimulante de granulocitos (GeSF), factor estimulante de fibroblastos (FGF), hormona paratiroidea (PTH),
somatostatina, representantes del grupo de las aminocandinas, ciclosporina.

Los principios activos pueden mezclarse en disolucién acuosa en presencia de los polimeros en peine solubles en
agua mencionados, pudiendo obtenerse en la autoagregacion los vehiculos nanoparticulados coloidales ventajosos que
contienen el principio activo deseado.

Las ventajas de sistemas de este tipo que van a formarse espontdneamente a partir de disoluciones acuosas son
obvias, entre otras, no se necesitan tecnologias de preparacion especiales, no son necesariamente obligatorios coadyu-
vantes reductores de las propiedades del agente terapéutico como, por ejemplo, disolventes organicos, emulsionantes,
etc.

Se reconoce que es especialmente ventajoso cuando los vehiculos nanoparticulados coloidales presentan tamafios
de 10 a 800 nm, preferiblemente inferiores a 500 nm, con especial preferencia en el intervalo de 30-200 nm.

El tamafio que va a lograrse depende del tamafio, la carga y la flexibilidad, elasticidad del principio activo se-
leccionado y del polimero en peine sin cargar cargado seleccionado. Tamaifios en el intervalo inferior a 200 nm son
especialmente adecuados para la administracién mucosa.

A este respecto se encontrd que el intervalo de tamafo inferior a 500 nm de didmetro segin la invencion es especial-
mente muy adecuado para administracién mucosa ya que sorprendentemente se ajust6 una concentracion de principio
activo especialmente elevada en células relevantes, asi como puede inducirse in vivo una respuesta inmunitaria sisté-
mica correspondiente (véanse Florence, The oral absorption of micro- and nanoparticulates: neither exceptional nor
unusual. Pharm. Res. (1997), 14(3), 259-266 y Florence; Hillery; Hussain; Jani, P.U.; Oral uptake and translocation of
nanoparticles: a real but useful phenomenon? NATO ASI Ser., Ser. A (1994), fecha del volumen 1994, 273 173-81.).

Debido a las propiedades, por una parte, ampliamente variables, por otra parte, muy especificamente ajustables,
los vehiculos nanoparticulados coloidales segin la invencién muestran perfiles de propiedades que también estin
predestinados especialmente para una administracion mucosa. En la bibliografia se sabe que el transporte de particulas
depende del tamaiio, las nanoparticulas segin la invencion se encuentran en un intervalo que se considera en general
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favorable para el transporte. Los polielectrolitos en peine segin la invencién pueden estar cargados positivamente -las
mucosas negativamente- y por tanto provocan una mejor bioadhesion.

Otras ventajas que resultan de la invencién son el tipo de administracién mds agradable para los pacientes ya que no
debe aplicarse obligatoriamente de forma parenteral, es decir, mediante una inyeccion, y la elevada conformidad “del
paciente” asociada al mismo. Mediante esto puede realizarse, en comparacion con el procedimiento anterior durante la
administracién de principios activos de proteinas y péptidos o el procedimiento de vacunacion, un efecto terapéutico
de la proteina o una vacuna protectora, por ejemplo mediante la ingesta de un comprimido o disolucién, similar a la
administracién por via oral de ciclosporina o la vacuna de la poliomielitis.

Ejemplos
Los ejemplos sirven para explicar en mas detalle la invencidn sin limitar ésta a los ejemplos.

Materiales: Se compré PVA con un peso molecular de 15.000 g/mol y un grado de hidrélisis del 88% de Fluka.
Antes de uso, el PVA se sec6 a 80°C a vacio hasta peso constante. La D,L-lactida y la glicolida (Boehringer Ingelheim)
se recristalizaron dos veces en acetato de etilo seco (reflujo sobre hidruro de calcio) y se secaron 48 h a vacio. Se usaron
octoato de estafio (Aldrich), 1,4-butanosultonas (puras, Fluka), cloruro de N-(2-cloroetil)-N,N-dietil-amonio (Merck-
Suchard) y otros materiales con pureza analitica. Para la preparacion de los polimeros segun la invencién se remite al
documento Breitenbach, Kissel, Polymer 39, 3261, 1998.

Ejemplo 1
Sintesis de polimeros
Preparacion del polielectrolito

Se prepararon sulfobutil-PVA (SB(xx)-PVA) y dietilaminoetil-PVA (DEAE(xx)-PVA) a partir de PVA y concre-
tamente bajo las condiciones no acuosas segiin Williamson en una atmésfera de nitrégeno seca (véanse Dolle F, Le
Moigne J, Gramain P. Etherification de I’alcool polyvinylique-1. Reaction avec la propanesultone. Eur. Polym. J. 1970;
6: 1227 y Gramain P, Le Moigne J. Etherification de I’alcool polyvinylique-II. Preparation de derives amphipatiques
par alcoylation et sulfopropylat. Eur. Polym. J. 1972; 8: 703). (xx) significa el grado de sustitucién de grupos OH en
% en mol.

TABLA 1

Nombre Peso melecular | Gracdo de | Sustituyente en
[kg/mcl] sustitucidén | —OH
(%]

PVA ~ 6 (%) (20) (—O-COCHj3)
PVA ~ 15 (*) (12) {-0O-COCH3)
SBUO3PVA ~ 16 3 -0-(CH2) 43035—
SB1OPVA ~ 19 10 -0—(CHZ2) 4503~
SBZ20PVA ~ 23 20 -0-(CHz) 45805
SB30PVA ~ 27 30 —~0- (CH2) 4503~
SBA0EVA ~ 31 40 —-0-(CHjy) 48C5~
SB50PVA ~35 50 —0~- (CHz) 4503"
DEAE10OPVA ~18 10 - (CH2) 2N (CyHs) 5

* dato del fabricante
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Se afiadieron 2,4 g (0,1 moles) de hidruro de sodio purificado a 50 ml de DMSO seco a 20°C con enfriamiento
en hielo con agitacién hasta que ya no se observé mds desprendimiento de gas. El carbanién obtenido de DMSO se
mezclo gota a gota en el plazo de una hora con una disolucién de 5 g de PVA en 100 ml de DMSO seco a TA. Después
de una hora de reaccién con enfriamiento en hielo se afiadieron gota a gota 13,6 g (0,1 moles) de 1,4-butanosultona o
17,3 g (0,1 moles) de cloruro de N-(2-cloroetil)-N,N-dietil-amonio en 20 ml de DMSO seco en el plazo de 1,5 h. El
producto se recogié en 70:30 (v/v) de acetona/hexano y se secé a vacio hasta constancia de peso. A continuacién, el
producto seco se purificéd mediante ultrafiltracién (Amicon 8010, membrana de filtracién YM1).

Injerto en masa fundida para la preparacién del vehiculo segiin la invencién mediante injerto de condensados
de 4cido alfa-hidroxicarboxilico en el poliol central. A modo de ejemplo para las lactonas de 4cido lactico y 4cido
glicélico: D,L-lactida (LA: a partir de la escision de agua intermolecular de 2 partes de dcidos lacticos) y glicolida (GA:
correspondientemente a partir de dcido glicélico) se hicieron reaccionar en cantidades molares definidas, por ejemplo,
1:1, en presencia de cantidades definidas del poliol central, por ejemplo, 1% en peso de PVA, a, por ejemplo, 130°C
durante, por ejemplo, tres horas bajo condiciones anhidras inertes con cantidades molares definidas de catalizador
(por ejemplo, 0,2 mmoles de octoato de estafio). A continuacion, el producto de reaccién se recogié en un disolvente
adecuado (diclorometano: DCM) y precipit6 en un exceso 10:1 de un no disolvente de polimero miscible con el mismo
(etanol) para la purificacién y se secé a vacio hasta constancia de peso (Tabla 2).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2
Pclimerc { D, L-LA:GA | Poliol Temp. de | Disclvente
[mol:mol] | central*/cantidad | reacciodn
{% en pesc] [°C]
PVAPLG1T 1:1 PVRA/1 130 DCM
PVAPLG PVA/10 130 Acetona
10
PVAPLG 1:1 PVA/33 140 Acetona/agua
33
PVAPLG 1:1 PVA/50 140 Agua
50
PVAPLG 1:1 PVA/57.1 140 Agua
57.1
PVAPLG 1:1 PVA / 62.5 140 Agua
62.5
PVAPLG 1:1 PVA170 140 Agua
70
PVAPLAS | 1%:0(*L- PVA/50 110 Agua
0 LA)
SBO3PVA 1:1 SBO3PVA/10 140 Acetona
PLG10
SB1OPVA 1:1 SB10PVA/10 140 Acetona
PLG10
SB20PVA 1:1 SB20PVA/10 140 Acetona
PL.G10
SB30PVA 1:1 SB30PVA/1 140 Acetona
PLG10
SRA0PVA 1:1 SB40PVA/10 140 Acetona
PLG1O
SB50PVA 1:1 SBSOPVA/10 140 Acetona
PLGIO
DEAELD 1:1 DEAE10PVA/LO 150 Acetona
PVAPLG
10
SB40PVA 1:1 SBA40PVA/33 140 Acetona/agua




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345182 T3

Polimero | D,L-LA:GA | Poliol Temp. de | Disclvente
[mol:mol] | central*/cantidad | reaccidn
[% en pesc] [°C]

PL.G33

SB40PVA 1:1 SB40FVA/50 140 Agua

PLG50

SB10OPVA 1:1 SB10OPVA/45 140 Agua

PLG45

SB10PVA 1:1 SB10PVA/50 140 Agua

PLG50

Tiempo de reaccidén respectivamente 3 horas, catalizador
respectivamente octoato de estaro
* correspondientemente a la Tabla 1

Ejemplo 2
Caracterizacion de los polimeros

2.1 Cromatografia de exclusién por tamafio (CET) y dispersion de luz estitica (DLE). Las disoluciones de poli-
mero al 0,5% (m/V) se inyectaron en un sistema de cromatografia Merck-Hitachi termostatizado a 35°C (columnas:
Lichrogel PS mix y Lichrogel PS 40, 10 um) con refractémetro diferencial (RI71) y un detector de dispersién de luz
MiniDawn (Wyatt Technology Corp.). (100 ul de células K5, longitud de onda de la luz laser 690 nm, potencia del
laser 30 mW, deteccion a 45°C, 90°C y 135°C).

Ejemplo 3

Estudios de adhesion y captacion de las nanoparticulas en el modelo de cultivo celular. Descripcion general del
procedimiento. Determinacion de experimentos celulares de citoadhesion y citotoxicidad

Un requisito para una administracién mucosa también es, ademds de una baja accién téxica en el tejido circundante
(células epiteliales), un tiempo de permanencia suficientemente largo en las superficies mucosas (citoadhesion), asi
como una captacion celular suficiente eventualmente necesaria. Para investigar la interaccién con células mucosas se
recurrié al modelo de cultivo de células Caco 2. Este modelo in vitro de la mucosa intestinal ya ha podido mostrar en
muchas investigaciones su idoneidad para el estudio de resorcion intestinal, citoadhesion y toxicidad de farmacos y
sistemas de vehiculos de farmacos.

Cultivo celular

Se cultivaron células Caco 2 de los pases 42 a 45 en medio de Eagle modificado por Dulbecco con un contenido de
glucosa de 4,5 g/l con adicién de 10% de suero bovino fetal, L-glutamina 2 mM y 1% de aminodcidos no esenciales
en atmdsfera de CO, al 10% a 95% de HR y 37°C.

Investigaciones de toxicidad

Se sembraron células Caco 2 a una densidad celular de 6,5 x 10* células/cm?* en placas multipocillo de poliestireno.
El cambio de medio se realizé cada 2 dias. El dia 21 después de la siembra, las células han formado una capa monoce-
lular diferenciada y pueden utilizarse para investigaciones in vitro. Para esto, las células se lavaron 2x con disolucién
isotonica de cloruro sédico tamponada con fosfato (PBS, pH 7,2) y las suspensiones de coloides correspondientes
segun la invencién (0,25, 2,5 mg/ml) se aplicaron sobre la superficie celular. Después de incubar durante varias horas
(intervalos de tiempo segtn las figuras) se realizaron los ensayos de toxicidad mencionados a continuacién.

1.) Liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH): Principio: Como enzima citoplasmética, la LDH pasa al
dafiar la membrana citopldsmica del interior de las células al medio exterior (tampo6n) y puede cuantificarse
mediante fotometria UV mediante procedimientos de determinacion cinéticos frente a un patrén. Como
patrén de referencia téxico sirve Triton X 100 (al 0,1% en PBS) cuya liberacién de LDH se corresponde
con el 70%.



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345182 T3

2.) Transformaciéon de MTT (bromuros de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Principio: el com-
puesto de tetrazol MTT se reduce enziméticamente en mitocondrias de células todavia viables en un colo-
rante de formazano tefiido de azul. La coloracién azul es a este respecto proporcional a la viabilidad de las
células y se registra fotométricamente, como referencia no téxica sirve PBS.

3.) Principio de tincién con yoduro de propidio: el yoduro de propidio sélo atraviesa como sustancia hidréfila
membranas celulares dafiadas y se une a dcidos nucleicos del niicleo, por lo que en el caso de una excitacién
UV se produce una fluorescencia del nicleo roja que se registra microscopicamente. La evaluacién se
realiza mediante microscopia fluorescente con filtros de longitud de onda (380/550) frente a un patrén de
PBS no téxico.

4.) Citoadhesion y captacion celular. Se sembraron células Caco 2 a una densidad celular de 6,5 x 10*
células/cm? en membranas de policarbonato (Costar-Transwell). El cambio de medio se realizé cada 2
dias. El dia 21 después de la siembra, las células han formado una monocapa diferenciada y pueden usarse
para investigaciones de adhesién y captacién.

5.) Coloides marcados con fluorescencia con rojo Nilo (1% p/p), asi como complejos de polimero-principio
activo (principio activo: albimina de suero bovino marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA))
se aplicaron a la superficie apical de las células y se incubaron durante 120 min a 37°C, 95% de HR, 10%
de CO,. La concentracién de coloides ascendié en ambos casos a 250 pg/ml. Después de la incubacién,
las monocapas celulares se lavaron 3 veces con PBS y a continuacién se fijaron durante 60 min con
disolucion de formalina (al 4% en PBS). Las membranas de filtracién se cortaron mediante un escalpelo y
se incorporaron en glicerol-gelatina. Los preparados asi preparados se investigaron mediante microscopia
de barrido laser confocal (MBLC) para fluorescencia adhesiva e intracitoplasmatica.

En los controles, s6lo con principio activo sin coloides o complejos no pudo detectarse fluorescencia sobre o en las
células.

Ejemplo 4

Ratones Balb/c hembra, 7-9 semanas de edad, peso 16-22 (que pueden obtenerse en Harlan-Winkelmann, Mar-
burgo, Alemania). Se utilizaron comparativamente 5 grupos. Las dispersiones de coloides se compararon tanto con
toxoides del tétanos (Ttx) absorbidos en alimina como también libres convencionales. LLos ratones se aleatorizaron,
se agruparon en grupos de 10 animales y se inmunizaron en tres semanas consecutivas (dia 1, 8, 15) por adminis-
tracién peroral (p.o.) de 200 ul de SLF de Ttx que contenian los polielectrolitos coloidales. La inoculacién i.p. (200
ul de Tetanol™) se realiz6 en un control positivo. Una reduccion se realizé en la semana 0 y 4. Todos los sueros se
realizaron en el ensayo ELISA para anticuerpos IgG y IgA especificos para Ttx. La serie de dilucién se realizé en
placas de 6 microtitulos de TTF recubiertas. Los anticuerpos especificos para Ttx se cuantificaron en la incubacién
con IgG o IgA anti-ratén de cabra conjugadas con peroxidasas especificas de cadena pesada (medicién a (DO) 450 nm
en la incubacién con TMB). Los resultados se evaluaron como titulos de suero de punto final reciprocos con la mayor
dilucién de suero dada: valor de DO 0,2.

La bioadhesién en el ratén se investigé mediante el toxoide del tétanos (Ttx) como antigeno modelo. Se adminis-
traron tres dosis de 5 LF del Ttx por via oral en el transcurso de tres semanas (n=10).

o6
|

A i ib

Titulo de IgA
Titulo de lgG

s, Tetandfip) SWF  SLF(CT)

Figura: Titulo de IgG y IgA después de la administracion por via oral de distintas formulaciones de foxoides del
tétanos. Se alcanzo un titulo de IgA de 4 a 6 veces mayor con el vehicuio coloidal en comparacién con Tetanol,
que muestra impresionantemente una actividad mucosa aumentada.
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Esquema de reaccién 1 de los Ejemplos
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REIVINDICACIONES

1. Vehiculo nanoparticulado coloidal que contiene un polimero en peine soluble en agua, en el que el polimero
en peine soluble en agua contiene una columna vertebral de al menos un poliol soluble en agua, asi como cadenas
laterales hidr6fobas con formacién de un cardcter anfifilo y dado el caso grupos idnicos, en el que el polimero de
columna vertebral alcanza un peso molecular medio (M(w)) de 10.000-30.000 g/mol y junto con cadenas laterales
hidréfobas correspondientemente un peso molecular medio (M(w)) de preferiblemente 45.000-100.000 g/mol, y en el
que los vehiculos presentan un tamaifio de 10 a 800 nm.

2. Vehiculo nanoparticulado coloidal segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque el poliol soluble en agua se
selecciona del grupo polisacéridos, polialcohol, poli(alcohol vinilico), poli(acetato de vinilo) y dextranos.

3. Vehiculo nanoparticulado coloidal segtn la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque la cadena lateral hidré-
foba se selecciona del grupo polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida) y politartratos.

4. Vehiculo nanoparticulado coloidal segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el polimero de
columna vertebral (M(w)) alcanza un peso molecular medio de 15.000-25.000 g/mol y preferiblemente 20.000 g/mol,
y junto con cadenas laterales hidr6fobas correspondientemente un peso molecular medio (M(w)) de 50.000-80.000
g/mol y con especial preferencia 50.000-60.000 g/mol.

5. Vehiculo nanoparticulado coloidal segtin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque éste induce en
la mucosa una respuesta inmunitaria sistémica.

6. Uso de un vehiculo nanoparticulado coloidal segtin una de las reivindicaciones 1 a 5 que contiene al menos un
polimero en peine soluble en agua para administracién mucosa.
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